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On entend souvent dire que la question de |’aulolyse 
microbienne transmissible ou du bactériophage est singulid- 
rement embrouillée et que les personnes qui ne l’ont pas 
suivie de prés ne se retrouvent pas facilement dans les théories 
proposées. Parmi celles-ci, il en est une, la premiére en date, 
celle de d'Hérelle, qui est fort simple. D’aprés d’Hérelle, le 
principe lytique est un agent animé, un virus extiémement 
petit, vivant a l’intérieur des bactéries, et capable de traverser 
les filtres. Lorsqu’on Vintroduit dans une suspension de 
microbes réceptifs, bacille dysentérique par exemple, il pénéire 
dans les bactéries, s’'y multiplie et en provoque la lyse. En 
filtrant ensuite la suspension, on obtient un liquide trés riche 
en virus, dont la moindre trace, ajoutée & une nouvelle sus- 
pension dysentérique, l’ensemence du minuscule parasite, y 
déchaine par conséquent la lyse, et ainsi de suite indéfiniment, 
de suspension a fuspension. Si dans ces conditions l’agent 
Jytique se régénére incessamment, la raison en est bien 
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simple : il est doué de vie, il détermine chez la bactérie une 
maladie qui, élant infectieuse, est naturellement transmissible. 

L’autre théorie, dite théorie de l’antolyse, formellement 
opposée & la précédente et que Bordet et Ciuca proposérent en 
1920, se caractérise essentiellement en ce que, niant l’existence 
du virus de d’Hérelle, elle considére l’agent lytique comme un 
principe chimique non animé et en attribue la régénération a 
la bactérie elle-méme qui se lyse; il s'agit donc d'une autolyse 
transmissible. Développée dans une longue série de notes, 
enrichie ainsi de faits nouveaux qui permirent de la préciser 
davantage, récapitulée par l'un de nous en 1925 (1), cette 
théorie fit vivement discutée. Parfois les auteurs qui en font 
la critique l’exposent sinon inexactement, au moins d’une 
facon fragmentaire, et en rendent ainsi la compréhension 
moins aisée. Par exemple, Wollman (2) écrit que, d’aprés 
Bordet, les bactériophages sont des constituants normaux des 
bactéries. Wollman ne commet pas derreur, la citation est 
bien exacte. Mais Bordet et Ciuea ont développé d’autre part 
une notion qui, pour le lecteur incomplétement averti, peut 
sembler en contradiction flagrante avec celle que Wollman lui 
rappelle. Is ont dit, en effet, que lorsqu’un principe provoque 
la lyse intense et lypique d’une bactérie déterminée, ce prin- 
cipe doit étre considéré, par rapport & cette bactérie, comme 
un élément étranger, anormal, provoquant chez elle une 
viciation physiologique dont la lyse est finalement l’expression. 
Voici donc que le principe, tout A ’heure déclaré normal, est 
maintenant considéré comme représentant quelque chose 
dinusité et de nouveau. L’incompalibilité entre les deux 
notions disparait si l’on a soin de faire ressortir que le prin- 
cipe, normal par rapport a la bactérie qui, primilivement, 
spontanément el sans en soutftrir, le seeréte, se comporte comme 
un facteur étranger et nuisible lorsque, venant s'intégrer dans 
la physiologie d'un microbe différent da premier, il en trouble 
le fonctionnement vital au point de provoquer sa destruction. 
Nous reviendrons sur cette distinction essentielle, mais on voit 
dés a présent combien il importe, avant d’aborder fa partie 
expérimentale qui forme l’objet principal de notre mémoire, 


(1) Ces Annales, 1925, p. 717. 
(2) Ces Annates, 1927, p. 894. 
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de dissiper au préalable toute obscurité en esquissant une fois 
encore, dans ses traits généraux, la théorie de l’autolyse. On 
nous pardonnera de revenir sur des notions que l'un de nous 
a déji fréquemment énoncées. 


Exposé général du probléme. 


La Tatorie Du virus. — L’hypothése du virus bactériophage 
‘se heurta bientot, sinon a des réfutations vraiment décisives, au 
moins 4 des invraisemblances d’autant plus graves qu’elles se 
multipliaient. Comme Kabeshima le signala le premier, le prin- 
cipe lytique fait preuve d'une résistance remarquable a divers 
antiseptiques, tels les fluorures et l'acétone. Agilé pendant une 
semaine en tube scellé avec un exces de chloroforme, il con- 
serve intégralement son pouvoir lytique et l'aptitude & se régé- 
nérer en présence de bactéries sensibles. A vrai dire, l’objection 
nest pas péremptoire, car on connait des virus, celui de la 
fiévre aphteuse par exemple, que le contact de substances telles 
que l'éther ne tue que difficilement. Mais, d’autre part, la 
résistance des principes a la conservation est pour ainsi dire 
absolue. En outre, ayant montré qu’on obtient aisément des 
sérums antilytiques en injectant aux animaux des suspensions 
microbiennes lysées, Bordet et Ciuca ont fait valoir, contre la 
théorie du virus, le fait que ces sérums peuvent encore sup- 
primer définilivement l’activité des principes lorsqu ‘ils ont été 
chauffés vers 60°, température qui, comme on sait, abolit le 
pouvoir hactéricide des sérums (1). 

Comme d’Hérelle l’avait reconnu, les bacilles tués par la 
chaleur ou les antiseptiques sont rebelles a la lyse et ne se 
prétent plus a la régénération du principe. Tandis qu'une sus- 
pension en bouillon de bacilles dysentériques se clarifie sous 
Vaction du principe approprié, le liquide reste trouble si avant 
Vintroduction du principe la suspension a été chauflée vers 
60°. Les partisans de la théorie du virus peuvent penser que 
celui-ci ne s’accommode pas de microbes dénaturés par le 
chauflage. L’idée n'a rien d’invraisemblable. Mais ce qui est 


(1) C. R. Soc. de Biol., 84, 1921 et Bull. Soc. Roy. des Sc. Méd. et Nat. Bruz., 
1922. 
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plus singulier, c'est que, comme Bordet et Jaumain le signa- 
levent (1), les bactéries pour étre lysables doivent non seule- 
ment étre vivantes, mais encore élre alimentées, c’est-a-dire 
pouvoir se reproduire. Délayées dans la solution physiologique 
2 laquelle on ajoute un peu du principe approprié, les bac- 
téries sensibles manquant de nourriture restent intactes et on 
ne constate point de régénération de principe. Mais il suffit 
d’introduire dans la suite une trace de solution concentrée de 
peptone pour déclencher la reproduction du principe et la 
lyse. En somme, si l’agent lytique est un virus, il se com- 
porte, dans la suspension microbienne en solution physiolo- 
gique, comme un tigre qui refuserait de dévorer un homme 
pour la raison que celui-ci a oublié de prendre son repas; 
pareille attitude semble peu vraisemblable. Ultérieurement, 
Bruynoghe, opérant sur le bacille typhique et le principe cor- 
respondant, a constaté que, méme dans un bouillon bien 
nutritif, la régénération de l'agent lytique et la lyse font défaut 
lorsqu’on ajoute a ce liquide, au lieu de bacilles normaux, 
des bacilles qui, ayant été impressionnés par l’émanation du 
radium, sont encore vivants ainsi que leur mobilité latteste, 
mais ont perdu la faculté de se reproduire (2). 

La notion que l’abondante régénéralion du principe semble 
lige & la multiplication des microbes réceptifs était d’ailleurs 
en harmonie avec une constatation relevée par divers auteurs. 
dés le début des études sur le bactériophage. Lorsque, dans un 
bouillon contenant une dose minime de principe, on ense- 
mence une goutte de culture de la bactérie sensible, on cons- 
tate que pendant les premitres heures celle-ci se reproduit 
aussi activement que dans un bouillon témoin ne renfermant 
pas de principe. Un trouble prononcé apparait qui, & un 
moment donné, s éclaircit brusquement, La lyse attend pour 
se manifester que la culture se soit développée pendant un 
temps fort appréciable, la phase critique de lyse est un abou- 
tissement auquel la culture ne parvient qu’aprés une période 


de vie active, d’évolution en apparence normale (Bordet et. 


Ciuca). Si comme Doerr et Gruninger l’ont trés soigneusement 


(1) GC. R. Soc. de Biol., 85, p. 1095, 1924. 
(2) Arch. internal. de Médec. expér., vol. Il, p. 801. 


AUTOLYSE MICROBIENNE TRANSMISSIBLE OU BACTERIOPHAGE 1287 


fait (1), on procéde & divers inlervalles A la numéralion des 
bactéries et au titrage du principe, on constate que la quantité 
de celui-ci s’accroit considerablement avant la lyse, c’est-a- 
dire tandis que les bactéries se multiplient. Lorsque la dose de 
principe introduite dans le bouillon qu’on ensemence est beau- 
coup plus élevée, la lyse est plus précoce, la multiplication 
bactérienne ne s’effectue que pendant une période considéra- 
blement plus bréve, elle peut méme ne pas se manifester visi- 
blement, le liquide reste limpide, et dans ces conditions la 
teneur en principe ne s'éléve que fort peu. En somme, la régé- 
nération du principe est liée & la reproduction microbienne. 

Si le principe lytique est un virus, il est corpusculaire, il 
doit consister en particules disséminées dans le liquide. On 
sait combien les partisans de la théorie du virus ont insisté sur 
cette constatation expérimentale que si lon étale sur gélose 
un peu d'une suspension microbienne qu’on vient d’additionner 
du principe approprié, le nombre des taches de clarification qui 
apparaissent sur la gélose aprés séjour a |’étuve est en relation 
directe avec la concentration du principe dans la suspension 
ensemencée. En effet, d’aprés d’Hérelle, une tache claire appa- 
rait sur chaque point de la gélose ot une unité virulente s’est 
déposée. Discutant cette question, l’un de nous, dans son article 
de ces Annales, paru en 1925, a rappelé Vidée, démontrée tout 
dabort par Gratia (2), que lg sensibilité au principe des divers 
individus microbiens présents dans une méme_ suspension 
n'est pas égale, de telle sorte que l’apparition des taches en un 
point donné de la gélose trahit la présence en cet endroit, non 
seulement de principe, mais aussi de bactéries suffisamment 
sensibles pour en ressentir l’influence lytique. Dans le méme 
article, l'un de nous a démontré lV’influence capitale de la con- 
centration du principe; lorsque celle-ci est relativement trés 
faible, seuls des individus microbiens exceptionnellement 
réceptifs sont aptes a déceler, en se lysant, la présence de la 
matiére aclive. Lorsque sur des microbes différents on fait agir 
en méme concentration un méme principe capable de les 
impressionner tous, mais vis-a-vis duque! ces divers germes se 


(1) Doerr et Grunincer. Zeilschr. f. Hygiene, 1922; Doerr. Schweiz. med. 


Woch., 1924. 
(2) C. R. Soc. de Biol., 84, 1921, p. 750. 
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montrent inégalement sensibles, on constate que l’étalement 
des suspensions sur gélose donne des nombres inégaux de 
taches claires. En d’autres termes, pour que deux suspensions 
de microbes, l'un trés sensible, l’autre relativement résistant, 
donnent approximativement le méme nombre de taches, il faut 
que la seconde ait recu plus de principe que la premiére. Ona, 
dans l’article cité, suffisamment insisté sur ces constatations. 

Tl faut reconnaitre au surplus que les expériences relatives 
au nombre de taches claires développées sur gélose en fonction 
de la concentration en principe des suspensions ensemencées 
doivent étre considérées, au moins pour ce qui concerne le pro- 
bléme de la nature réelle du principe, comme ayant perdu leur 
intérét depuis que Stassano et de Beaufort, Wollman, ontsignalé 
que le principe lytique manifeste une extréme fillrabilité. Le fait. 
qu il affecte |’état corpusculaire ne saurait étre invoquéa l’appui 
de la théorie du virus que si ces particules étaient, simon volu- 
mineuses, au moins de taille neltement supérieure a celle des 
micelles colloidales ou des grosses molécules protéiques. Cela 
va sans dire, lorsqu’on oppose a la théorie du virus lidée que 
Vagent lytique est un principe chimique inanimé, on ne pré- 
tend aucunement que ce soit une substance trés simple en état 
de solution parfaite; bien au contraire, tout portea croire qu’il 
est de nature colloidale. Le chauffage vers 70° & 80° le rend 
inactif, probablement en le coagulant; il est précipitable par le 
sulfate ammonique, etc. Ur, Stassano et de Beaufort (1), Woll- 
man (2), ont montré que le bactériophage traverse des filtres 
en collodion acélique imperméables & Vhémoglobine et aux 
protéines sériques, mais qui & vrai dire laissent passer (Woll- 
man) des protéines coagulables d’origine microbienne. Or, de 
tels filtrats de principe, additionnés de microbes et élalés sur 
gélose, reproduisent le phénoméne des taches. En conséquence, 
celui-ci ne saurait étre invoqué en faveur de la théorie du virus, 
puisqu’il peut étre déterminé par le dépdt, en certains points 
de la surface nutritive, de principe & I’état de micelles ou 
molécules plus ténues encore que ne le sont les particules des 
protéines sériques. L’expérience vient simplement renforcer 
une idée qui d’emblée était fort vraisemblable, & savoir que le 


(1) 


1) C. R. Soc. de Biol., 93, 1923, p. 1378. 
(2) 


C. 
Ces Annales, 1927, p. 891. 
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principe, ou bien (ce qui est fort probable) est en réalité un 
colloide, ou bien est véhiculé par des particules colloidales 
auxquelles il adhére. Bien entendu, ces expériences de filtra- 
lion ne prouvent pas que le virus n’existe pas, mais elles font 
voir qu’on n’est pas autorisé & invoquer le phénomene des 
taches en faveur de la théorie du virus. 


La THEORIE DE L’AUTOLYSE TRANSMISSIBLE. — Nous n’avons ren- 
contré jusqu ici, on le voit, ni forte présomption A l’actif de la 
théorie du virus, ni difficullé sérieuse au passif de la théorie de 
Vautolyse, et nous verrons que celle-ci ne fera que gagner du 
terrain au fur et 4 mesure que nous examinerons les résultats 
acquis. Demandons-nous tout d’abord si ses principaux éléments 
ne heurtent pas la logique. 

La théorie implique en premier lieu que la bactérie récep- 
tive touchée par le principe se charge elle-méme de le régé- 
nérer et provoque ainsi sa propre lyse; ce principe est donc 
reproductible en quelyue sorte automatiquement, par le fait 
méme qu'il agit. Ce phénoméne, assurément curieux, est-il 
invraisemblable? L’un de nous a déja fait allusion & son ana- 
logie avec ce qui se passe dans la coagulation du sang. Lors- 
qu’a du sang ou 4 du plasma non encore coagulé on ajoute une 
trace de thrombine, celle-ci non seulement provoque la coa- 
gulation, mais encore déclenche trés promptement la produc- 
tion d’une quantité additionnelle de thrombine, qui sans cette 
intervention n’aurait apparu que beaucoup plus lentement 
(Bordet et Gengou); la thrombine se régénére du fait méme 
qu'elle agit. Des phénoménes de méme ordre ont été signalés 
par Delezenne et Ledebt pour ce qui concerne l’activation du 
suc pancréatique. Dans ces exemples, a vrai dire, la reproduc- 
tion de la matiére active peut s’effectuer dans un liquide, tel le 
plasma, complétement exempt de cellules; mais rien n’interdit 
de penser qu’un processus analogue soit susceptible de s’accom- 
plir 4 Vintérieur d’une cellule, par exemple dans la bactérie que 
le principe lytique impressionne. 

La théorie dit ensuite que la bactérie réceptive, victime 
d’une viciation de sa physiologie, prépare sa propre destruc- 
tion : elle se condamne 8 la lyse en régénérant le funeste prin- 
cipe; divers auteurs estiment qu'un tel processus ressemble 
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fort & un suicide, et qu'il n'est guére vraisemblable qu’une 
bactérie puisse se suicider. Mais il est exagéré d’assimiler le 
phénoméne a un véritable suicide, car la bactérie eéde a ‘la 
coercition. S’il est vrai que sous l’action du principe elle parti- 
cipe par ses propres ressources au déterminisme qui conduit & 
la lyse, il est évident cependant que limpulsion perturbatrice 
initiale qui déclenche le facheux processus vient d’un agent 
étranger & la bactérie, c’est-a-dire précisément du principe. Au 
surplus, il est acquis que les étres vivants élaborent des 
matiéres jouant un rdle essentiel dans leur physiologie, mais 
qui sont tellement actives quelles seraient dangereuses si on 
les faisait intervenir 4 un moment inopportun, ou a dose trop 
forte, ou bien encore si leur composition venail, en raison 
d'une viciation sécrétoire due & une influence étrangére, a 
n'étre point conforme a ce qui est requis. Nos sécrétions 
internes nous sont indispensables, mais il faut que notre orga- 
nisme s’en serve avec prudence. 

En énongant que la bactérie qui se lyse a reproduit elle- 
méme le principe destructeur, la théorie admet assurément 
quil s’agit dun phénoméne pathologique, puisque la bactérie 
en question ne régénérerait pas le principe et resterait intacte 
si celui-ci ne l’avait pas touchée. Il faut bien accepter néan- 
moins que si elle se montre capable de reproduire |’agent 
lytique lorsqu’elle en subit le contact, c'est que dés Vorigine 
elle possédait les polentialités voulues pour accomplir ce 
travail, c'est quelle met en muvre des possibilités physiolo- 
giques préexistantes. En d’autres termes, c’est dans les res- 
sources de la physiologie baclérienne normale que le processus 
puise ses composants indispensables. Sous l’action du principe, 
la physiologie du microbe est désormais viciée, pervertie, elle 
s: déroule pour aboutir 4 cette calamité qui est la lyse, mais 
c'est tout de méme de la physiologie. On peut dés lors ima- 
giner qua l'état méme parfaitement normal les bactéries (ou 
toutau moins certaines especes) fabriquent des substances qui 
ressemblent beaucoup aux principes lytiques et en possedent 
les propriétés, sauf que, chez les microbes qui spontanément 
les produisent, elles interviennent utilement soit dans les pro- 
cessus vilaux de lindividu, soit dans l’évolution normale de 
Vespece. Enfin, il se pourrait que ces substances ne fussent 
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point identiques chez les diverses espéces microbiennes, et 
l'on peut, dans ces’ conditions, concevoir que si l'on met en 
présence deux espéces différentes mais cependant assez voi- 
sines, le principe de lune, s'intégrant ou sengrénant en 
quelque sorte dans le foncltionnement de l'autre, trouve dans 
les altributs physiologiques de celle-ci les éléments de sa 
propre régénération, et que de plus ce méme principe, normal 
par rapport a Ja premiére espéce dont il provient, et par con- 
séquent inoffensif pour elle, se comporte vis-a-vis de la 
seconde, en raison du fait qu'il lui est étranger, comme un 
facteur de perturbation dont Vinfluence se traduit finalement 
pav la lyse. Pour recourir & une comparaison familiére, on 
peut supposer que deux serrures légerement dillérentes soient 
cependant assez semblables pour que la clef de la premiére 
permette le fonctionnement de la seconde, mais que celle-ci, 
dans ces conditions anormales, finisse par se détériorer sous 
Vaction de cetle clef élrangtre qui ne lui est pas exactement 
appropriée. Cela va sans dire, la comparaison ne couyre pas le 
phénomeéne entier, car, dans le cas de la lyse bactérienne, le 
fucteur qui dérégle se reproduit du fait méme qu'il agit. 

Nous voici arrivés au point ot nous pouvons invoquer des 
constalations expérimentales & l’'appui de cet exposé qu’afin 
de le rendre plus clair nous avons concu Jusqu ici sous forme 
quelque peu schématique. C’es! le moment en effet de citer l'un 
des fails qui ont le mieux contribué a fortifier la théorie de 
Jautolyse, et que l'on doit & Lisbonne et Carrére (1). Ces 
auteurs ont trouvé dans Peau un microbe qui, sur gélose ou en 
bouillon, se cullive avec luxuriance sans rien présenter 
d'anormal, sans subir nolamment de lyse perceptible, et qui 
pourtant, mis en présence du bacille de Shiga. en déclenche la 
lyse transmissible. Ce microbe agit par ses sécrétions, car le 
fillrat de ces cultures en bouillon est actif; quelques gouttes de 
ce liquide, introduites dans du bouillon qu’on ensemence de 
bacille de Shiga, engendrent un principe susceptible de se 
régénérer indéfiniment par passages sur ce méme bacille, 
lequel, dans ces conditions, se lyse de la fagon la plus caracté- 


ristique. 


(1) C. R. Soc. de Biol., 86, 1922, p. 569. 
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A vrai dire, les partisans de la théorie du virus ont objecté 
que le microbe de Lisbonne est en réalité contaminé par un 
parasite bactériophage. Pour expliquer qu'il donne des cul- 
tures prospéres n’offrant aucun indice de lyse, ils ont allégué 
qu’un modus vivendi s’est élabli entre le virus et la bactérie; il 
sagirait d’un cas de symbiose ou de commensalisme. Mais 
Yun de nous a montré que cette objection, d’ailleurs gratuite 
et arbitraire, se heurte a trop d’invraisemblances pour étre 
soutenable. Il est aisé de démontrer notamment que, dans le 
eas du microbe de Lisbonne, chaque individu microbien, par- 
faitement lavé du liquide de culture owt il baignait, et soigneu- 
sement séparé de ses congénéres, garde dans son intimité 
aptitude a déclencher la lyse du bacille de Shiga, e’est-a-dire 
peut fournir une descendance iavestie de ce pouvoir lysogéne, 
et qui, au surplus, se développe de la facon la plus normale 
sans manifester aucune lyse. En effet, les colonies séparées que 
Yon obtient sur gélose grace & la technique de Visolement se 
montrent lysogénes, elles se composent de microbes qui tous 
possedent ce pouvoir, car si dés leur apparition on soumet 
ces colonies & la méme technique disolement, elles four- 
nissent de nouvelles colonies séparées douées encore de la 
méme propriété. Or, lisolement comporte comme on sait le 
lavage des microbes, |’élimination du liquide ambiant, puisque, 
pour obtenir des colonies bien éloignées les unes des autres, 
on étale sur la surface de gélose nutritive, qu’on maintient 
ensuite verticalement a l’étuve, une suspension extrémement 
diluée des microbes. Comment ne pas reconnaitre la force pro- 
bante de cette expérience si simple? Serait-il raisonnable 
d’admettre que chaque unité microbienne contient du virus et 
que celui-ci se transmet réguliérement a tous les microbes 
nouveaux issus des divisions répétées, sans manifester d’acti- 
vité pathogéne visible, sans nuire au développement de la 
culture ni modifier son aspect? N’est-il pas évident que dans le 
cas du microbe de Lisbonne et Carrare (que dans la suite de cet 
exposé nous appellerons microbe L), le pouvoir lysogéne est 
inhérent 4 la physiologie normale de cette bactérie, est inscrit 
dans sa trame et en est inséparable? La persistance de cette 
propriété, en dépit de Visolement, est d’autant plus significative 
que, dans d’aulres cas, dans ceux ot lactivité lytique est 
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Worigine étrangére au lieu d’appartenir en propre a la baclérie 
considérée, on réussit fréquemment et sans difficulté a la faire 
disparaitre (nous reviendrons plus loin sur ce fait) en procédant 
a Visolement. 

Hatons-nous cependant de rappeler que Jes cultures issues 
de plusieurs colonies isolées du microbe L peuvent ne pas se 
montrer lysogénes avec la méme puissance. Il est méme arrivé, 
a’ un moment donné, que de telles cultures étaient si peu 
actives qu’on ne put déceler, sous Vinfluence de leurs filtrats, 
de lys» perceptible du bacille de Shiga. C'est ainsi qu’& ce 
moment on crut pouvoir conclure que l'isolement éliminait le 
pouvoir lysogéne. On reconnut plus tard (1) que ces mémes cul- 
tures possédaient le pouvoir lysogéne & l'état latent, car, apres 
avoir éléentretenues au laboratoire pendant plusieurs mois, elles 
finirent toutes par devenir actives, certaines se montrant plus 
lysogénes que d’autres. Loin de corroborer la théorie du virus, 
ce fait que le pouvoir lysogéne offre parfois des fluctuations 
trés appréciables concorde avee la notion de la variabilité 
microbienne. Nous reltrouverons cette donnée dans les pages 
qui suivent et nous la compléterons plus loin par les résultats 
d’expériences nouvelles relatives au staphylocoque. 

Mais il importe de formuler immédiatement cette remarque 
que l’exemple du microbe L ne saurait étre unique. II doit 
exister dans la nature de nombreuses espéces investies de pro- 
priélés analogues, c’est-a-dire capables de déclencher !a lyse 
d’espéces microbiennes différentes, ou bien encore (nous allons 
voir que cette possibilité n’est pas exclue) la lyse d autres 
variétés de méme espéce. Sans aucun doute, ce sont de telles 
espices lysogénes qui ont fait surgir le probleme du bactério- 
phage, lequel s'est posé le jour ot on a pu déceler des prin- 
cipes actifs non seulement dans la vaccine et le contenu intes- 
tinal mais aussi, comme Dumas l’a démontré il y a longtemps 
déja (2), dans le sol et dans l’eau. Pouvant émaner d’espéces 
bactériennes variées, ces principes peuvent corrélativement 
n’étre pas identiques, et l’on congoit ainsi qu'un méme milieu 
puisse renfermer des principes distincts respectivement aptes 

(1) Voir pour l'exposé de ces divers résultats : J. Borver. C. R. Soc. de Biol., 


88, 1928, p. 1214, et ibid., 90, 1924, p. 96. 
(2) C. R. Soc. de Biol., 83, 1920, p. 1344. 
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a déclencher la lyse de microbes divers, ou méme que tel milieu, 
actif & l’égard d'un microbe délerminé, contienne en réalilé 
plusieurs principes qui, bien que capables tous d’atlaquer 
celui-ci, n'ont pas la méme provenance et ne se confondent 
point (1). Ces principes, on les a étudiés sans connaitre leur 
origine, mais on est fondé a croire qu'tls dérivent primitive- 
ment de certaines espéces lysogénes, dont lidentification pré- 
cise, cela va sans dire, serait d’un tres vif intérét. Nous relatons 
plus loin certaines recherches que nous avons poursuivies dans 
ce sens. Mais ce travail est loin d’étre achevé, la filiation de la 
plupart des principes que les expérimentateurs ont pu se 
procurer reste obscure, il y a 1a une grave lacune & combler. 

Il ne nous reste plus, pour compléter cet exposé sommaire de 
la théorie de lautolyse, qu'une étape a franchir, mais elle est 
importante, car elle va nous conduire a des constatations de 
biologie générale susceplibles de nous faire pressentir la signi- 
fication réelle du phénoméne étudié. Nous venons de rappeler 
que si l’on procéde a Visolement du microbe L et repique les 
colonies séparées, on obtient une série de cultures filles dont 
le pouvoir lysogéne vis-a-vis du bacille Shiga n’est pas égal. 
Par passages de ces cultures filtrées sur ce bacille, on trouve 
que certaines d’entre elles n’engendrent que des principes 
faibles. Comme il faut s’y atiendre, le bacille de Shiga peut 
saccoutumer a ces principes, mais, chose remarquable, les 
bacilles devenus résistants vis-a-vis des principes faibles et qui 
désormais en tolérent parfaitement le contact, sont encore 
réceplifs par rapport aux principes plus forts fournis par la 
descendance d’autres colonies du microbe L. On pourrait dire 
que le bacille de Shiga s’équilibre exactement au principe dont 
il a vessenti influence. 

Ces faits permettent déja de conclure qu’une certaine yaria- 
bilité s était manifestée dans la culture initiale du microbe L, 
puisque les divers individus qui la composaient ont donné des 
cultures filles ne jouissant pas vis-a-vis du bacille de Shiga de 
pouvoirs lysogénes louta fait identiques. Mais il yaplus. un 

(1) Rappelons notamment les constatations de Bail (Wien. Kl. Woch., 1924 
el 1922), de Asheshov (C. R. Soc. de Bivl., 87), de Walanabé (Zeitschr. f. Immu- 


nildtsforschung, 37, 1923), sur la multiplicité des principes dans un méme 


milieu. Cette question a été beaucoup étudiée par Bruynoghe et ses collabo- 
rateurs. 
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de nous, en 1925, jugea intéressant d’éprouver les unes vis-2- 
vis des autres ces cultures si étroitement apparentées, en 
d'autres termes de rechercher si l'une des souches ne serait pas 
sensible & linfluence lytique du filtrat de l’une ou l'autre des 
cultures congénéres. L’expérience répondit aflirmativement, 
de sorte que l'on fut autorisé & accepter désormais cetle 
notion (1) qu’au sein d’une seule et méme espece microbienne 
la variabilité peut conduire & Vapparition de types assez diffé- 
rents pour étre susceptibles d’entrer en conflit A la faveur de 
leurs pouvoirs lysogénes respectifs. Parmi les cultures issues 
de ces types divers, cerlaines sont sensibles au principe que 
d'autres élaborent, et corrélativement se montrent capables de 
le régénérer. Le phénoméne de la lyse transmissible, qui nous 
apparaissait Jusqu ici comme trahissant lVinterréaction de deux 
espéces différentes, se révéle maintenant, & la lumiére de ces 
constatations, comme pouvant étre aussi l’expression de rela- 
tions particuliéres qui s’établissent entre microbes de méme 
espéce, lesquels, bien que dérivant tous d’un ancétre commun, 
ont acquis cependant, au cours des générations successives, 
une individualité qui les distingue et leur permet de réagir 
entre eux. C’est & cette notion dominante que l’investigation 
aboutit, et l’on verra que nos recherches récentes relatives 
notamment a Vorigine du principe lytique antistaphylococcique 
lui apporten! une solide confirmation. 

Lorsque parmi ces cultures, qui toutes appartiennent a 
Vespece L, une d’entre elles, A, grace & son propre principe, 
en impressionne une aulre B, celle-ci régénére le principe en 
question; une période de lyse prend cours, bréve d’ailleurs, 
car promptement des microbes résistants apparaissent. Com- 
ment se comportent-ils? Fait remarquable, ces résistants (2) 


(1) Nous renyoyons pour les détails 4 l'article paru dans ces Annales en 
1925, p. 758 A 761, et croyons superflu d'insister encore sur la notion déve- 
Joppée dans cet article, que ces résultats ne sont pas compatibles avec la 
théorie du virus. 

Dans la suite, Béguetl (Arch. Inst. Pasleur d'Alger, 5, 1927, p. 25) observa un 
fail analogue en opérant sur des colonies issues d'une méme culture de 
bacille de Shiga. A vrai dire, en répétant son expérience, nous n’oblinmes 
pas le résultalt annoncé. Mais nous n’ayons pas employé sa culture, et il est 
évident que diverses cultures n'ont pas forcément les mémes propriélés, Par 
exemple, parmi les cullures du microbe L, dont il est question ici, il en est, 
bien entendu, qui-n‘agissent pas l'une sur lautre. 

(2) Comme il est signalé dans Varticle de ces Annales, 1925, ces résistants 
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qui procedent du type B et naissent sous l’action du principe 
sécrété par le type A, acquiérent précisément, pour ce qui Con- 
cerne le pouvoir lysogéne, les caracléres de cette variélé A, 
dont ils adoptent les propriétés et & laquelle ils sont en quelque 
sorte contraints de s’identifier (1). On pourrait dire qu'il s'agit 
d’un redressement ayant pour effet de ramener au type domi- 
nant (représenté dans le cas présent par la variété A) les indi- 
vidus microbiens (variété B) qui manifesteraient quelque ten- 
dance a s’en écarter. Il semble bien, en de telles circonstances, 
que le pouvoir lysogéne joue un réle dans le maintien des 
caractéres de l’espéce, et contribue & assurer ce qu'on pourrait 
appeler la discipline spécifique. La remarquable faculté quwil 
posséde d’inciter la bactérie a le reproduire le rend spéciale- 
ment apte & assumer pareille tache. S’il est permis de rappeler 
une comparaison peut-ctre un peu hardie que Bordet et Ciuca 
invoquaient en 1920, les choses se passeni un peu comme si des 
rails chargés de conduire une locomotive a son but en l’empé- 
chant de dévier se reproduisaient incessamment devant elle. On 
doit songer aussi, @ ce propos, aux constatations de E. Burnet 
concernant !’entrainement des races bactériennes, phénoméne 
fort intéressant et qui vraisemblablement (conformément 
d’ailleurs aux vues exprimées par l’auleur de ce remarquable 
travail) (2) est justiciable d'une interprétation analogue. 

Ces fails relatifs au microbe L venaient corroborer fort uti- 
lement les données déja signalées par l'un de nous concernant 
Vinfluence transformatrice que les principes peuvent exercer 
sur les cultures réceptives. On sait (Baerthlein, Arkwright) que 
les cultures du groupe coli-typhique (comme d'autres espéces 
d’ailleurs, ainsi que Preisz l’avait constaté il y a longtemps a 
propos du charbon) peuvent donner lieu a Vappurition de deux 
types que l’on peut appeler B (bombé) et P (plat), que les 
présentent, circonstance favorable & V’étude, une forme particuliére qui 


permet de les reconnaitre et qui témoigne de Vinfluence modificatrice 
exercée par le principe en jeu. 

(1) Par exemple, on constate que les cultures du microbe L qui se mon- 
trent sensibles au principe lytique de leurs congénéres sont celles qui 
impressionnent le plus faiblement le bacille de Shiga, mais que, en s’adap- 
tant a ce principe, elles acquiérent corrélativement, vis-a-vis du bacille de 
Shiga, un pouvoir lytique semblable a celui des congénéres qui les ont 
impressionnées. 


(2) E. Burner, Actions d’entrainement entre races elt espéces microbiennes 
Arch. Inst. Pasleur de Tunis, 14, 1925, p. 384, 
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auteurs anglo-saxons désignent respectivement par les lettres 
S (smooth) et R (rough), et qui se distinguent nettement non 
seulement par l’aspect des cultures en bouillon (B produit un 
trouble homogéne, tandis que P donne des flocons qui se 
déposent) ou des colonies sur gélose (celles de B sont bombées, 
circulaires, assez lisses el luisantes, celles de P étant plates, de 
forme irréguliére et plus rugueuses), mais aussi par les qua- 
lités antigéniques (Arkwright) (1). Partant d’un principe capable 
de lyser trés énergiquement le bacille coli, on peut, par des 
procédés lrés simples (2), obtenir aux dépens de ce principe 
puissant um principe se comporlant comme s’il était beaucoup 
plus faible, c’est-a-dire ne déterminant qu'une lyse passagére 
bientot suivie de lapparition de germes résistants. Or, on 
lrouve que ces résistants apparliennent exclusivement au 
type P; sous l’action dun tel principe, le type B, réceptil a la 
lyse, a 6lé complétement éliminé. Bien plus, si l'on fail agir le 
principe sur le type B tout récemment isolé, c’est-a-dire bien 
pur, on trouve qu’en quelques heures le type P prend naissance 
aux dépens de B qui disparail. On savait que, spontanément, 
par le simple entrelien des cultures, B peut restiluer P, mais 
dans les conditions normales cette transformation reste par- 
tielle et ne s’accomplit que lentement. Elle s’effectue radicale- 
ment et promplement sous l’action du principe faible dont il 
vient d’étre question. Ainsi fut corroborée la notion que les 
prinecipes peuvent se comporter efficacement comme des agents 
modificateurs des cultures, d’abord parce qu’ils faverisent la 
prédominance des types microbiens qui leur résistent le mieux, 
ensuite parce que les types primilivement réceptifs peuvent, 
sous l’action du principe, se montrer aptes a subir rapidement 
la métamorphose d’ot surgit le type plus résistant. Gratia (3) 
compléta ces données de fagon trés intéressante en démontrant 
d’autre part existence d’un principe en quelque sorte opposé 
au précédent, c’est-a-dire lysant de préférence le type P. Quand 
les deux principes se rencontrent dans le méme liquide, 
celui-ci, naturellement, se comporte vis-a-vis du bacille coli 
comme un principe trés fort, puisqu’il peut lyser les deux 


(1) Journ. of Pathol. and Bacteriol., 24, 1921. 
(2) J. Borner. C. R. Soc. de Biol., 87, 1922, p. 987. 
(3) C. R. Soc. de Biol., 89, 1923, p. 824 et 824. 
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variétés. Cet auteur a élabli de plus que les deux principes 
correspondent & ceux que Bail et Asheshoy avaient antérieu- 
rement différenciés en tenant compte de l’aspect des taches 
de clarification sur gélose. C'est le principe actif sur B qui 
donne lieu ade grandes taches, tandis que le principe approprié 
a P fait apparailre des taches plus petites. De nouvelles obser- 
vations (1) sont venues compléter ces données, lesquelles pro- 
jettent une réelle clarté sur la question de la multiplicité des 
principes dans un méme liquide lytique. 

Qu'un méme liquide, tel un filtrat de contenu intestinal ou 
d’eau polluée, puisse renfermer plusieurs principes bien dis- 
tincts, la théorie de l’autolyse Vexplique trés aisément, comme 
nous l’avons rappelé plus haut, en tenant compte de ce que, 
dans de pareils milieux, ont pu se trouver des especes micro- 
biennes neltement distinctes, rien ne s’opposant d’ailleurs a ce 
que des principes de provenance diverse puissent altaquer une 
méme espéce bactérienne, ni & ce gu’un principe unique puisse 
atlaquer des espéces différentes. En réalité, grace notamment 
aux. recherches de Bruynoghe et de ses collaborateurs, qui ont 
fréquemment recouru a la spécificité des sérums anlilytiques 
pour identifier les principes, il est acquis que, dans un liquide 
lvtique donné, on peut trouver des principes qui sont restés 
distincts méme si l’activité du liquide a été fréquemment régé- 
nérée par des passages répétés sur la méme espece bactérienne. 
En dépit des passages sur celte espéce unique, leur individua- 
lité se maintient au moins pendant un temps assez prolongé, 
leur autonomie semble assez persistante. I] en résulte évidem- 
ment qu’une méme espéce bactérienne est douée de potentia- 
lités multiples, puisqu’elle peut régénérer l'un ou l'autre de 
ces principes. Soit dit en passant, Bruynoghe estime qu'une 
telle abondance d’aptitudes chez une seule et méme espéce n'est 
guére vraisemblable, et c’est pourquoi le fait de Ja conservation 
de l'autonomie des principes & travers des passages répélés 
porte ce savant & se ranger parmi les partisans de la théorie 
du virus. Pourtant, ce fait se concoit aisément dés que l'on tient 
compte de [hétérogénéité des cultures, lesquelles peuvent 


(1) Par exemple, Ankwuicur (Brit. Journ. of Exper. Pathol., 5, 1924) asignalé 
un principe spécialement actif sur le type P du b. dysentérique. Wottuman 
(ces Annales, 1927, p. 901) menlionne un principe actif sur le type P du B. coli. 


AUTOLYSE MICROBIENNE TRANSMISSIBLE OU BACTERIOPHAGE 1299 


comprendre plusieurs types dont chacun est spécialement apte 
a ressentir les effets d'un principe déterminé et a le régénérer; 
ne venons-nous pas de rappeler que deux principes donnant 
lieu, l'un & de petites taches, l'autre a de grandes, impres- 
sionnent respectivement les types P et B du B. coli (1)? A la 
mosaique des principes peut correspondre, dans la culture, une 
mosaique de types microbiens. Remarquons-le, cette notion 
s harmonise avec les données fournies par la sérologie; tous 
les individus microbiens peuplant une culture pure ne pos- 
sedent pas nécessairement les mémes caracléres antigéniques. 
Par exemple, les types B et P se différencient sérologiquement 
(Arkwright), de méme qu’ils se distinguent por leur comporte- 
ment vis-a-vis des principes (2). L’ensemble des constatations 
permet de croire que, comme les anticorps, les principes 
témoignent d'une électivilé réelle, chacun d’eux trouvant dans 
la cullure un type adéquat, spévialement apte & subir son 
influence et 4 le reproduire, et y trouvant aussi, d’autre part, 
des types capables de lui résister. Et c’est pourquoi l’on con- 
state, si l’on fait agir des principes différents sur une méme 
espéce, qu au sein de celle-ci les types capables respectivement 
de leur résister ne sont pas identiques. Nous relaterons plus 
loin, & ce sujet, des expériences spécialement démonstratives. 
A vrai dire, cette étude de lunité ou de la multiplicité des 
principes dans un méme liquide n’a pas été poursuivie dans 
des conditions irréprochables; elle a souffert sensiblement du 
fait que, dans la plupart des cas, la provenance de ces prin- 
cipes était inconnue, et spécialement de ce que, en général, on 
ne pouvait savoir si l’activilé des liquides étudiés leur avait 
été originellement communiquée par les sécrétions de plusieurs 


(1) Mais il va sans dire que les individus microbiens peuvent différer autre- 
ment que par laspect de leurs cultures, et quon ne doit pas forcément 
s'attendre, pour toutes les espéces microbiennes, 4 une correspondance abso- 
lument réguliére entre les caractéres de cet ordre et le comportement vis- 
a-vis des princijes. Cette remarque trés jusle a élé exprimée notamment 
par Wollman. mS tee . " ‘ 

(2) Le sérodiagnostic qui dislingue les types B et P tels quils apparaissent 
normalement dans les cullures de B. coli distingue semblablement ces deux 
types lorsque P a apparu aux dépens de B sous V’action du principe dont il 
est question ci-dessus (Mc Krytey. C. R. Soc. de Biol., 93, 1925, p. 1052). Pour 
celle question des rapports entre la sensibilité aux principes et les carac- 
léres sérologiques, voir aussi: Haniny. Proc. Sov. Exp. Biol. and Med., 23, 
1926, p. 443, et F. M. Buryer. Brit. Journ. Exper. Pathol., 8, 1927, p. 121. 
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especes bactériennes ou d’une seule. On congoit qu'il serait 
curieux de rechercher si, en faisant agir 4 plusieurs reprises 
un principe unique, sirement pur, sur une espéce donnée, on 
n’observerait pas finalement, en raison de |’intervention, dans 
la régénération de ce principe, de ces types quelque peu diffé- 
rents dont la variabilité microbienne permet l’apparilion, une 
certaine tendance de l’agent lytique & se diversifier. Ainsi se 
percevrait bient6t une réelle hétérogénéité du principe, cor- 
respondant & Phétérogénéilé de la culture elle-méme et qui en 
serait le reflet. Pareille éventualilé n’est pas invraisemblable, 
tant s’en faut. En effet, le principe faible dont il vient d’étre 
question, et qui agit sur le type B du B. coli, a été obtenu dans’ 
des conditions telles qu’on est fondé a le croire pur. Or, si on 
lui fait subir de nombreux passages sur la culture totale du 
B. coli, on constate que sa puissance augmente et qwil finit 
par attaquer visiblement aussi le type P. Des faits de ce genre, 
relatifs & laccroissement d’activité des principes faibles, ont 
été signalés également par Brutsaert (1). Au surplus, c’est en 
invoquant cette notion de la présence dans une méme culture 
de plusieurs types dont certains sont plus aples que d’autres & 
réagir avec tel principe et & le reproduire, qu’on peut com- 
prendre le fait, acquis depuis longlemps, que l’activité d’un 
principe pour une espéce donnée s’exalle au cours des passages 
répétés sur celle-ci. Selon toute probabilité, en effet, entre ces 
divers types existent des intermédiaires susceptibles d’assurer 
les transitions, de permettre au champ d'action du principe de 
s’élargir en s’étendant plus aisément, au cours des passages, 
d’un type microbien 4 un autre (2), au point d’englober les 
diverses variétés possibles, de telle sorte que le principe, attei- 
enant désormais ensemble de la culture, apparatt plus puis- 
sant, en d’autres termes, mieux adapté. Wollman (3) signale 
qu’en s'accoutumant @ une nouvelle espéce bactérienne un 
principe peut corrélativement devenir moins actif vis-a-vis de 

(1) C. R. Soe. de Biol., 89, 1923. 

(2) On lrouvera plus loin, a propos des principes antistaphylococciques, 
une nouvelle démonstration expérimentale de cette notion déja développée 
dans notre article de ces Annales, 1925. 

(3) Ges Annales, 1927, p. 889 et 890, p. 898 et 899. Concernant la valeur des 
procédés employés pour caraclériser les principes, on verra notamment dans 


ce travail que deux principes qui sérologiquement paraissent identiques 
peuvent cependant se dislinguer par les bactéries qu’ils sont capables de lyser. 
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Pespéce sur laquelle on l’entretenait tout d’abord. En résumé, 
sil est vrai que l’individualité des divers principes se montre 
assez persistante, on ne peut affirmer qu’elle soit d’une perma- 
nence absolue, leurs caractéres ne semblent pas aussiimmuables 
que le pense Bruynoghe. 

Le fait, constaté & propos du microbe L, qu’au sein d’une 
méme espéce des types différents peuvent apparaitre, dont l’un 
est capable de lyser autre, préte encore & d'autres considéra- 
tions. Bordet et Ciuca, Lisbonne, Boulet et Carrére ont constaté, 
en soumettant des microbes au contact d’exsudats leucocytaires, 
Vapparition de principes. La vaccine, qui fournit aisément un 
principe antistaphylococcique, est un exsudat leucocytaire riche 
en staphylocoques. En ponctionnant un abces de la face, Gratia 
a trouvé dans le pus un principe actif sur cetle méme espéce. 
Il n'est pas déraisonnable de suggérer, pour expliquer ces faits, 
Vhypothése que les leucocytes, sort en favorisant les phéno- 
ménes de variabilité microbienne, soit simplement en opérant 
une sélection, assureraient lintervemtion de types microbiens 
spécialement aptes a lyser leurs congénéres (1). 

Enfin, & propos du principe faible ci-dessus mentionné qui 
agit électivement sur le type B du B. cal, il est une réflexion 
qui s’impose. Ce principe ne provoque qu'une lyse éphémére, 
précisément parce qu’il permet le développement a bref délai 
de lautre type microbien P. Si ce dernier pouvait apparaitre 
un peu plus vite encore, et si de plus il était moins aisément 
reconnaissable, on ne s’apercevrait de rien, la lyse serait telle- 
ment passagére et la modification subie par la culture si peu 
décelable que le phénoméne passerait insoupconné. I] est a 
présumer qu'une telle éventualité peut en réalilé se produire, 
et que, en particulier, les réactions d’ordre lytique entre 
microbes de méme espece et méme celles qui -s’établissent 
entre espéces différentes doivent échapper souvent & l’investi- 
gation. Nous ne saisissons que les cas spécialement favorables, 
pour l'étude desquels nous disposons d'une espéce suffisamment 


(1) Cette interprétation a été proposée par lun de nous il ya déja long- 
temps, elle est rappelée dans l'article de ces Annales, 1925, et il est difficile 
de comprendre pourquoi dans un travail récent (Bul/. de 4 Institut Pasteur, 
janvier 1928), Wollman s’abstient d’en tenir compte lorsqu’il émet avis que 
notre théorie ne saurail expliquer le role des leucocytes dans l’obtention du 
principe. 
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réceptive, capable de révéler clairement le phénoméne. Si nous 
n’en connaissons point qui puisse servir ainsi de détectrice, le 
processus reste dans l’ombre (1) 

Que faut-il pour qu'un microbe se comporte comme un bon 
détecteur de principe? Il faut naturellement tout d’abord qu'il 
en subisse l’influence assez profondément pour que la lyse ne 
soit pas presque aussitot masquée par la croissance de germes 
résistants. Mais un cas bien particulier se présente lorsqu il 
s'agit d’especes dont les cultures manifestent, dans certaines 
conditions, au bout d'un temps plus ou moins long et d'une 
facon plus ou moins prononcée, des phénoménes de lyse spon- 
tanée que |’on suppose étre dus a la sécrétion, par cette espece 
méme, d'un principe lytique. Comme il est logique de le faire, 
on éprouve, en pareil cas, sur de nouveaux microbes de méme 
espéce, lactivité du filtrat de ces cultures lysées. Or, dans ces 
conditions, on risque de méconnaitre linfluence du principe et 
notamment la transmissibilité du phénoméne, pour la raison 
bien évidente que les germes mis en jeu pour révéler ce prin- 
cipe sont, par définition, capables de l’élaborer par leurs propres 
moyens, el peuvent, en conséquence, se comporter a peu prés 
de la méme facon si on ne leur ajoute pas le filtrat ou si on les 
mélange & celui-ci. Peut-étre est-ce parce qu’on n’a pas suffi- 
samment apprécié ces données du probleme qu’on a parfois 
dénié toute parenté entre lautolyse transmissible proprement 
dite et les phénomeénes de lyse spontanée auxquels certains 
microbes sont sujets et dont la transmissibilité n’a pu étre 
démontrée ? 

Comme Preisz l’a noté il y a déja bien longtemps dans sa 
remarquable étude de la morphologie de la bactérie charbon- 
neuse, les cultures sur gélose de certains microbes se parse- 
ment parfois, au bout d’un certain temps, de taches de clarifi- 
cation géneralement arrondies et bien délimitées dont la 
ressemblance avec celles que les principes lytiques font appa- 
raitre est vraiment surprenante. Cette analogie aussi énigma- 
lique que frappante préoccupe & bon droit les chercheurs, 


(1) Comme détecteur, le b. dysentérique a rendu des services signalés; il 
ne révéle Loutefois qu'un nombre limité de principes; nous signalerons plus 
loin par exemple un principe extrait d'une eau potable et qui, sans impres- 
sionner aucunement le b. dysentérique, agit énergiquement sur le B. coli. 
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et il n’est pas interdit de penser que peut-ctre dans ces 
taches spontanées réside tout le m ystére du role physiologique 
des principes lytiques. Mais jusqu’ici le sens de ces laches 
claires n’a pu élre éclairci. Sans doute quelque phase impor- 
tante de ’évolution microbienne se déroule t-elle en ces points. 
Divers auteurs, Hadley (1) particuligrement, ont émis 4 ce 
propos des vues assurément intéressantes. Mais si plausibles 
quelles soient, les considérations de ce genre ne prendront de 
valeur effective que le jour ot elles pourront s'appuyer sur 
des résultats expérimentaux convaincants. Jusqu’a présent, 
investigation n’a pu démontrer péremploirement l’existence, 
au niveau de ces taches, de quelque propriété spéciale. II est 
probable qu'un réel progres sera accompli lorsque les tentatives 
poursuivies dans cette direction seront couronnées de succes. 

Que les principes exeicent une influence directrice sur l'éyvo- 
lution et la desltinée des espéces microbiennes, c'est lidée que 
Pun de nous défend depuis des années et quon trouve énoncée 
déja en 1920 dans Je premier travail qu’il publia avee Ciuca. 
Nous avons rappelé, dans les pages précédentes, divers faits 
expérimentaux qui la confirment, notamment qu'un principe 
peut transformer la race B du &. colt en race P, ou bien encore 
qu’an sein d'une méme espéce un type microbien peut, grace 
au principe qui lui est propre, contraindre un autre type a 
adopter ses propres qualités et spécialement a sécréter cette 
méme substance active. Le principe tend donc a assurer la 
transmission de certains caractéres. e! corrélativement le main- 
tien ou la prépondérance de certaines races, soit que ces types 
se relrouvent déja couramment dans les conditions habiluelles 
et normales, soit que la variabilité en ail permis l’apparition 
spontanée ou due a laction d'une cause perturbatrice. Par 
exemple, si dans une cullure surgit & un moment donné un 
type capable de sécréier un principe particulier ou d’énergie 
inusitée, un relenlissement se produira sur les microbes congé- 
néres qui ainsi pourront se trouver modifiés Bordet et Ciuca 
ont fait remarquer que le principe est d’autant plus apte a 
remplir un tel role, qu'il se régénére du fait méme qu'il agit, 
et que de plus il peut se répandre dans le milieu ambiant. 


(1) Philip Havtey, The Twort-d'Ilérelle Phenomenon. Journal of infectious 
diseases, vol. XLII, n° 4, 1928. 
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Reproductible en quelque sorte automatiquement, pine court 
pas le risque, tandis que la multiplication bactérienne s elfectue, 
de perdre par dilution son énergie premiére en se distribuant 
sur une postérité de plus en plus nombreuse. Diffusible dans 
le liquide nutritif, i] peut se porter au contact d'autres indi- 
vidus bactériens, réagir avec eux en leur conférant les particu- 
larités qu'il est capable dimprimer. 

Etant donné le peu qu'on sait, il n’est guére possible, nous 
semble-t-il, d’atieindre une précision plus grande au sujel de 
ce role des principes dans lhérédité microbienne, et nous 
devons avouer que les vues récemment développées & ce propos 
par Wollman ne nous paraissent rien ajouter d’essentiel a ce 
que nous venons de rappeler. Ce savant écrit que les principes 
se comportent comme des facteurs d’hérédité capables d’assurer 
le transfert des caractéres par Je milieu extérieur. On peut 
évidemment traduire de celte facon ce que Bordel et Ciuca ont 
énoncé (1). Il y a cependant quelque chose de plus, ow pour 
mieux dire, d’un peu différent, dans la thése de Wollman (2). 
Pour Bordet et Ciuca, la matiére active encore bien mystérieuse 
que l'on dénomme principe est une sorte d’outil contribuant (a 
coté vraisemblablement d’autres facteurs, car il serait téméraire 
sans doute d’affirmer que dans le domaine de lhérédité le prin- 


x 


cipe est l’agent exclusif investi d’un pouvoir absolu) a assurer 
la transmission tout au moins de certains caracléres, mais il 
n'est pas 4 proprement parler le véhicule de ces propriétés. Sil 
semble en étre le porteur et les communiquer, c'est parce qu'il 
agit sélectivement, en favorisant'tel type microbien qui les 


(1) C. R. Soe. de Biol., 83, 1920, p. 1293. Une erreur d’impression dans ce 
passage se lrouve corrigée p. 277 des C. R. Soc. de Biol., 84, 1921. 

(2) Wottman. Bulletin de Vinstitut Pasteur, 26, janvier 1928. 

Ajoutons que nous ne comprenons guére pourquoi, dans ce méme article, 
Wollman range notre théorie parmi les « théories diastasiques ». On est 
bien obligé @octroyer au principe l’épithéte de lytique, puisque son effet le 
plus évident est de déterminer la lyse. Mais nous n’ayons jamais dit qu il 
fat directement et immédiatement lytique a la fagon d'une diastase. Bien au 
contraire, nous avons maintes fois énoncé qu'il engendre (ou, comme nous 
disons de préférence, qu'il induit) chez le microbe réceptif une perturbation 
aboulissant a lautolyse, el avons signalé que celle-ci est précédée @une 
période de multiplication en apparence normale; c'est pourquoi, comme 
nous l’avons constaté, le microbe doit étre alimenlé pour pouvoir se lyser 
sous l'action du principe, tandis que vraisemblablement il ne devrait pas 
Pétre si le principe était une diastase dissolvante. On le voit, Wollman nous 
attribue une opinion qui est le contraire de la notre. 
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possede déja ou est doué des potentialilés voulues pour les 
acquérir lorsqu’il subit son influence. Pour Wollman, on peut 
spécifier plus clairement ce que le principe est en réalité. Au 
lieu de se borner & énoncer, comme les auteurs précéidents, 
qu'il est un instrument-au service de lhérédité des caractéres, 
Wollman croit que le principe est vraiment lui-méme un carac- 
tere, qu’il est, en d’autres termes, le support matériel d'une qua- 
lité héréditaire. Il semble donc que le principe, d’aprés Woll- 
man, serait & rapprocher des éléments nucléaires qui dans la 
reproduction sexuée véhiculent, pour les transmettre aux des- 
cendants, les caractéristiques des parents, et dont le compor- 
tement fut si bien étudié grace aux lois de Mendel. Sans étre 
dénuée d’intérét, une discussion de cette conception serait, il 
faut le reconnaitre, un peu oiseuse et entachée de verbalisme, 
puisque les considérations émises par Wollman, si elles s’effor- 
cent de trouver des analogies plus ou moins saisissables dans 
des domaines éloignés tel le mendelisme, ne sappuient sur 
aucun résullat nouveau en rapport direct avec le sujet et sus- 
ceptible en conséquence de les justifier, tandis que Bordet et 
Ciuca se sont contentés de traduire en langage courant, sans 
chercher & en dépasser la signification immédiate ni a les com- 
pliquer @hypothéses, les faits que l’expérience révéle. 

Tout d’abord, si les principes sont vraiment des propriétés 
héréditaires matérialisées, on ne comprend guere pourquoi ils 
peuvent déclencher des processus lytiques. Ensuite, il convient 
de nepoint oublier qu'il s’agit de microbes, c’est-a-dire d’étres 
chez lesquels on n’a pas déceléjusqu ici de reproduction sexuée, 
et que celle-ci en somme est une complication, un perfection- 
nement signalé par des artifices dont le raffinement a pour but 
l'équitable répartition, & la progéniture, des particularités 
propres a chacun des parents. Or, on a souvent et justement 
fait observer que, trop exclusivement préoccupés de la repro- 
duction sexuée, certains savants étarent autrefois trop enclins 
x faire de lhérédité, sinon un attribut vital tout a fait awto- 
nome et distinct, au moins une puissance parliculiére assez 
indépendante et ne se confondant guére avec les autres mani- 
festations de la physiologie. Pourtant, la physiologie de l’indi- 
vidu n'est au total qu'une habile perpétuation de son équi- 
libre, qu’une restauration de son agencement et de son méca- 
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nisme, qui, toujours fidéle au plan primitivement tracé, est 
toujours prétea s’opérer et s’accomplit d’ailleurs incessamment, 
et semblablement Uhérédilé, si l'on fait abstraction du phéno- 
méne sexuel en ne voyant en elle que l’élément merphogé- 
nélique, n’est qu'une régulation qui, également conforme au 
plan, se prolonge au cours d'innombrables divisions cellulaires 
en les disciplinant. Certes, il est merveilleux que le descendant 
soit l'image de l'ancétre, mais il est également remarquable 
qu'un étre qui vient de se constituer puisse, en dépit du méta- 
bolisme constant, de l'usure, des causes inévitables de détério- 
ration, maintenir durant sa vie enliére, grace a des réactions 
cellulaires mutuelles toujours soumises au controle de la tra- 
dition spécifique, Vintégrité de ses fonctions et de sa forme. 
Et lorsqu’un traumatisme se répare, ou lorsque chez certains 
animaux un membre coupé se régénére en reproduisant avec 
un respect scrupuleux les particufarités du trongon ampuleé, 
c'est de la physiologie qui fait de la morphogenése, et dont, en 
pareille occurrence, le travail ne diflere pas essentiellement de 
celui qu'on observe lorsque l’ceuf évolue en feetus. 

Or, bien plus visiblement encore, lorsqu’il s'agit de microbes, 
ce qu’on appelle assez abusivement hérédité n’est que la con- 
tinuation, n'est que le déroulement indéfini, & travers les divi- 
sions répétées, d'une physiologie purement individuelle qui, 
elle aussi (sauf toutefois certains écarls qui nous autorisenl & 
parler de variabilité), maintient avec soin les traditions de 
Vespece. Naturellement, on ne peut gueére se dispenser, lors- 
gu’on parle d’une culture qui se développe & I’étuve, de dire 
que les germes ensemencés donnent une postérité, qu’il y a des 
ancétres et des descendants, que des uns aux autres les carac- 
teres se léguent et quil s’agit d’hérédité. Mais ce langage est 
mal approprié et propre & nous induire en erreur. On ne doit 
pas se laisser fasciner ou suggestionner par les mots, servi- 
teurs tyranniques auxquels on obéit autant qu’on leur com- 
mande. En réalité, dans la culture, l’individu microbien ense- 
mencé se borne & assimiler des matériaux nutritifs, puis se 
divise en deux fragments, lesquels refont ensuite et fort exacte- 
ment le travail précédent. Un tel processus ne comporte évi- 
demment ni ancétres, ni descendants, ceux-ci n’étant que 
des ancétres qui se sont disséminés par scission, tandis qu’ils 
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s'accroissaient. On pourrait presque dire que la culture aprés 
s étre troublée ne contient néanmoins encore qwun seul indi- 
vidu microbien, infiniment divisé. Sans insister davantage, on 
ne peut que souscrire & ce propos aux judicieuses remarques de 
Van Loghem (1) déjA exprimées par Weismann, en faisant 
ressortir combien il serait téméraire de transporter dans le 
domaine bactériologique des considérations tirées de l'étude de 
la reproduction sexuée. Mieux vault, a propos des principes, se 
borner a dire que, grace notamment a leur diffusibilité qui leur 
permet d’agir a distance, ils canalisent de quelque facon |’évo- 
lution des cultures en favorisant le maintien de certains carac- 
leres OU en imprimant aux microbes des modifications que 
nous pouvons perceyoir. On congoit sans peine que la repro- 
duciion sexuée exige, pour que les qualités individuelles des 
deux ascendants soient réguliérement et fidelement léguées, 
que ces caractéres se concrétisent en un subsirat matériel spé- 
cial et trés défini susceptible d’étre également partagé. Mais en 
labsence de sexualité, par exemple chez les microbes, rien ne 
démontre que la facullé de perpétuer les caractéres de lespece 
soit aussi striclement localisée ; peut-étre de tres nombreuses 
substances (sinon l'ensemble de la matiére vivante dans toute 
sa complexité), tels les principes lytiques, collaborent-elles a 
celte transmission des qualilés spécifiques, sans qu’on puisse 
aller jusqu’a dire que l'un de ces agents représente, & propre- 
ment parler, le support matériel exclusif de telle propriété. Au 
surplus, méme pour ce qui concerne la reproduction sexuée, 
plusieurs embryologistes 6minents, et notamment Brachet, 
estiment qu’a coté des facteurs mendeliens des facteurs cyto- 
plasmiques, sans doute fort complexes, jouent un role peul- 
étre encore plus important, surtout pour la cunservation des 
caracteres fondamenltaux de l’espéece. 

Enfin, répétons-le, les considérations de Wollmann, ingé- 
nieuses assurément, sont d’ordre spéculatif et sans connexion 
suffisante avec les données objectives propres au sujet qui nous 
occupe. 

Tels sont les points essentiels qu’il y avait lieu de passer en 
reyue 4 propos de la théorie de lautolyse. Mais il est des 


(1) Centralbl. f. Bakteriol., 88, 1922. 
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aspects du probléme sur lesquels il convient d'insister encore 
quelque peu, notamment les modalités du pouvoir lysogéne et 
le rdle des sels calciques. 


Le pouvoir lysogéne et ses modalités. 


Dans l’exposé général qui précede, nous avons rappelé des 
faits montrant que le pouvoir lysogéne peut se manifester 
dans des conditions diverses. Il n’a pas toujours la méme 
signification, ni le méme comportement; il y a lieu de tenir 
compte d’une distinction sur laquelle l'un de nous a beaucoup 
insisté (1). Des microbes sensibles, ensemencés dans un bouil- 
Jon contenant un peu de principe, se multiplient pendant un 
certain temps et régénérent le principe avant de se lyser; 
durant cette phase, ils manifestent donc le pouvoir lysogéne. Il 
sagit évidemment en pareil cas -d’un pouvoir lysogéne qui 
n'est pas spontané, ayant été déclenché par la trace de prin- 
cipe ajoutée au bouillon. On peut donc le définiren disant qu’il 
est provoqué, contraint, ou mieux encore, induit. Rappelons 
en passant que pour mettre en branle Vactivité lysogéne du 
microbe soumis & son influence le, principe doit se trouver 
dans le liquide ambiant 4 une concentration qui varie selon ia 
nature du microbe ou du principe, et qui est plus élevée sil 
s'agit de microbes relativement peu réceptifs au principe 
employé (2). 

La notion des germes résistants ful trés vite recueillie. En 
général, les individus microbiens soumis a l’action d’un prin- 
cipe ne périssent pas tous, un phénoméne de sélection ou 
d’adaplation (3) permet a certains d’entre eux de se multiplier 
plus ou moins aclivement, de sorte que le liquide éclairci se 
trouble dans la suite et donne lieu, lorsqu’on le repique sur 
gélose, au développement d’une culture. Si Von fait subir a 


(1) C. R. Soc. de Biol., 93, 1925, p. 1054. 

(2) Pour ce qui concerne influence fort importante de la concentration, 
nous renvoyons le lecteur A larticle de ces Annales, 1925, p. 735 a 738. 

(3) Etant donné une culture normale, sensible a un principe donné, Gratia 
a le premier signalé que, si l’on pratique l'isolement et repique une série de 
colonies séparées, on obtient des cultures filles dont certaines sont trés net- 
tement moins sensibles que d’autres a l'action de ce principe. 
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celle-ci de nombreux passages sur gélose, en ensemencant en 
masse de fagon a obtenir un gazon microbien continu, le pou- 
voir lysogine se perpétue réguliérement dans les cultures suc- 
cessives, ainsi que Bordet et Ciuca l’ont reconnu (1). Mais il 
faut tenir compte de ce que, dans de telles conditions, l’on 
transporte toujours d’une culture sur la suivante, non seulement 
des microbes, mais aussi une dose notable de principe. En effet, 
parmi les bactéries qui apparaissen! incessammenlt au cours de 
la multiplication, il en est un certain nombre qui, étant plus 
sensibles au principe que la majorilé de leurs congénéres, 
peuvent se montrer aptes 4 réagir avec lui et a le reproduire. 
Cette technique ne permet donc pas de savoir & quoi les indi- 
vidus microbiens vraiment rél/ractaires doivent leur invulnéra- 
bilité. Sont-ils encore le siége de la production du principe 
sans quils en ressentent désormais les effets pernicieux? Ou 
bien sont-ils parvenus 4 s’en débarrasser, s’abstiennent-ils 
dorénavant de le régénérer? Comme il s’agit d’un pouvoir 
lysogone induil, cest la seconde hypothése qui @ priori 
semble la plus probable. En effet, Vespece microbienne en 
question ne fabriquail pas le principe en jeu comme le microbe L 
produit le sien, c’est-a-dire spontanément, en vertu d’apti- 
tudes inhérentes A l’espéce, et corrélativement sans en souf- 
frir. C’est par contrainte qu'elle le régénérait, sous Pimpulsion 
de ce méme principe, lequel, de provenance étrangére, avait 
été introduit dans le liquide ambiant. On peut prévoir ainsi 
quwen extrayant de cette ambiance les bactéries devenues 
résistanles, c’est-a-dire en obtenant, grace a Ja technique de 
Visolement, des colonies séparées quon repique, on trouvera 
sans difficulté des germes non lysogénes. Or, c’est bien dans ce 
sens que l’expérience répond. Bordet et Ciuca (2), puis, peu 
aprés et indépendamment, Bruynoghe et Maisin (3), ont mon- 
tré qu’on peul aisément isoler, d’une suspension quia manifesté 
la lyse, des microbes résistants non lysogénes (4). On ne doit 


(1) Rappelons que dans le cas d'un principe agissant sur le B. coli ces 
auteurs ont nolé que la couche microbienne affecte fréquemment un aspect 
particulier : elle devient tres épaisse, filante ef muqueuse. 

(2) C. R. Soc. de Biol., 84, 1921, p. 747. 

(3) C. R. Soc. de Biol., 84, 1921, p. 847. 

(4) Cela va sans dire, la proportion des colonies qui se comporlent comme 
résistantes et non lysogénes est susceptible de varier selon les conditions 
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pas s’élonner de ce que ce résultat ait été fréquemment consi- 
ené, puisque les études de bactériophagie ont été suggérées par 
la constatation de lyses trés énergiques, revétant en d'autres 
termes un caractére pathologique tres accentué, et dans les- 
quelles c’est le pouvoir lysogéne induit qui manifestement 
entre en jeu. On concoit que dans de telles conditions lespece 
réceptive, contrainte de reproduire un principe étranger (1) qui 
se concilie trop difficilement avec sa physiologie normale et qui 
lui est trop préjudiciable, se trouve souvent dans limpossibi- 
lité, quelles que puissent étre la souplesse de ses capacités 
adaptatives ov lesressources de sa variabilité, de faire surgir un 
type nouveau doué & la fois de l'insensibilité au principe et de 
la faculté de le régzénérer. En pareil cas donc, seuls auront des 
chances de pouvoir se multiplier avec luxuriance les germes 


. 
de l'expérience. Le nombre des microbes résistants qui poussent secondai- 
rement dans les suspensions additionnées de principe est plus ou moins 
élevé selon les microbes et selon les principes. Sil est faible, c’est-a-dire 
si, le principe élant trés puissant, la suspension est reslée fortement clari- 
fiée, Visolement fournira, 4 cOté de quelques colonies bien résistantes, des 
colonies chétives, visiblement malades, et qui corrélalivement conliennent 
encore le principe. On peul méme trouver quelques coionies daspect nor- 
mal, exemples de principe, mais qui donnent par repiquage des cultures 
sensibles; sans doute (et celle nolion a dailleurs été nettement corroborée 
par des expériences de Bruynoghe), s'agil-il de microbes doués dune résis- 
tance relative, mais qui au cours de leur mulliplicalion sont promplement. 
revenus au lype originel réceptif; lon s’explique ainsi pourquoi, comme on 
vient de le rappeler, le principe se perpélue indéfiniment au cours des 
repiquages successils sur gélose si, au lieu de pratiquer lisolement, on ense- 
mence en masse de fagon a obtenir un gazon microbien continu; dans ces. 
conditions il Se maintient toujours assez de bactéries sensibles pour que le 
principe pwusse se régénérer. 

(1) Cela va sans dire; la notion que les principes capables de proyoquer 
des lyses énergiques proviennent dhabilude despeces ou de variélés netle- 
ment différentes de celles qui se laissent lyser est en parfait accord avec le 
résultal que Boriet et Ciuea signalérent en 1921 lorsquils firent connaitre 
les sérums antilyliques, A savoir que si l'on se procure aisément, en. injec- 
tant a des lapins des suspensions baclériennes lysées, un sérum antilytique 
capable dabolir Vactivité du principe el d@inhiber sa régénération, on n‘ob- 
tient pas de sérum neutralisant lorsqu’on injecte les bactéries de méme 
espéce, mais qui nont pas été touchées par le principe. Par contre, les 
recherches de Mac Kinley (€. R Soc de Biol., 93, 1925, p. 1030), poursuivies 
dans notre laboratoire, ont montré, conformément ailleurs aux prévisions 
logiques, yu’en injectant la culture normale du microbe L, lequel est doué 
@un pouvoir lysogéne spontané, on obtient un sérum qui, ajoulé au fillrat 
de cullure de ce microbe, empéche ce fillrat de déclencher Ja lyse transmis- 
sible du bacille de Shiga. Nous devons ajouler toulefois qu’en injeclant une 
autre espece lysogéne (dont il sera question plus loin) nous n’avons pas 
obtenu de sérum netlement actif. Le résultat dépend sans doute dans une 
réelle mesure de la quantilé de principe que la culture lysogéne renferme. 
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rebelles a la lyse et réfractaires & l’induction, c’est-a-dire inaptes 
a reproduire le principe (1). 

Combien ce résultat différe de celui qu’on observe & propos 
du microbe L, lequel ne souffre pas du principe qu'il élabore 
spontanément. Ici lisolement, si soigneusement pratiqué qu'il 
soit, n’élimine pas le pouvoir lysogéne, lequel se légue inva- 
riablement de chaque individu microbien a sa descendance. 
Soit dit en passant, sil s’agissait d'un virus, on devrait 
exprimer la discordance de ces résultats en disant que le virus 
est justement le plus tenace lorsqu il n'est pas nocif. En pareil 
cas, les bactéries ne parviennent pas a s’en purger, tandis que, 
sil est vraiment pernicieux, elles réussissent & s’immuniser si 
fortement contre lui qu’elles cessent de l’héberger. 

Mais le contraste entre ces deux cas qui semblent diamétra- 
lement opposés est-il nécessairement et toujours absolu? Nous 
avons vu plus haut que la variabilité peut faire surgir, au sein 
d'une espéce normalement lysogéne, tel le microbe L, des types 
suffisamment distincts pour que les sécrétions de Pun déclen- 
chent la lyse de l'autre. Or, par définition méme, la variabi- 
lité qui éloigne les uns des autres des types primitivement 
yoisins, doit étre susceptible aussi de rapprocher des types 
primitivement distants. On peut done concevoir qu'elle fasse 
apparaitre, aux dépens d'une espéce donnée, des types offrant 
des analogies anormalement prononcées avec les représentants 
d'une espéce différente, et qui corrélativement soient aptes a 
se comporter comme des intermédiaires entre ces deux espéces. 
A priori donc, et méme lorsque la lyse résulte de action, sur 
une espéce donnée, des sécrétions d’une espéce manifestement 
diftérente, il n’est pas impossible qu’au sein de l’espéce induite 
des types nouveaux surgissent, assez semblables désormais a 
’espéce inductrice pour pouvoir, comme elle, manifester le 
pouvoir lysogene permanent, et pour se montrer, comme elle 
encore, insensibles & l’influence lytique du principe quiils éla- 
borent a leur tour (2). 

Mais poursuivons le raisonnement. Ces types intermédiaires 

(1) Ces bactéries résistantes, éLant exemples de principe, ne doivent pas 
permettre, lorsqu’on les injecte au lapin, Vobtention de sérum antilytique. 


C’est ce que Wollmana démontré (Ces Annales, 1927, p. 903). ; 
(2) Un cas de ce genre est signalé dans larticle de ces Annales, 1925, 


p. 753. 
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nouveaux, assez proches de l’espéce inductrice pour pouvoir en 
adopter les caractéristiques, ne sauraient, semble-t-il, avoir 
perdu toute affinité avec l’espece induite dont ils sont direc- 
tement issus. En conséquence, n’est-il pas rationnel de prévoir 
que ces types devenus lysogénes ne lyseront pas l’espece 
induite, dont ils dérivent, aussi énergiquement que le fait 
Vespece inductrice elle-méme? Nous allons voir que l’expé- 
rience confirme ces déductions. 

Bien enlendu, les exemples de réactions lytiques suscep- 
tibles de les démontrer clairement ne sont peut-étre pas trés 
nombreux. Fréquemment, comme il a été dit plus haut, l’in- 
ventaire des microbes qui ont résisté a la lyse procure aisément 
des germes inaclifs, mais ne fournit pas de cultures douées du 
pouvoir lysogene et conservant ce caraclére a travers les repi- 
quages successifs et les isolements répélés. Nous nous sommes 
heurtés & ce résultat négatif en opérant notamment sur les 
principes étudiés depuis longtemps par l'un de nous et qui 
agissent sur le B. cof, ou bien sur un autre principe, aclif sur 
le b. Shiga, provenant d’une eau polable et dont il sera ques- 
tion plus loin, ou bien encore sur un principe retiré d'une urine 
de pyélonéphrite et qui lysait te bacille coliforme agent de 
cette maladie (1). Mais en recourant au principe qui se déve- 


(1) Ce cas offre quelque intérét. En ensemencant cette urine pathologique 
sur gélose, on obtint un gazon microbien continu parsemé de taches de 
clarification assez nombreuses. C’était a l'état pur le bacille coliforme si 
fréquent dans les cas de bactériurie. Avec le fil de platine, on préleva des 
germes pour le repiquage, dune part au niveau d’une zone clarifiée, et, 
d’autre part, entre ces plages. 4 un endroit ot la couche microbienne était 
normale. Des deux cultures obtenues, la premiére donna par filtration un 
principe actif sur les microbes fournis par la seconde, celle-ci étant exempte 
de principe. Mais ces microbes de la seconde culture ne montrérent, en pré- 
sence du principe, quune lyse passagére. Promptement des germes résis- 
tants apparurent, qui, aprés isolement, ne manifesterent pas le pouvoir lyso- 
gene. Fait assez curieux, urine du méme malade, préleyée quelques jours 
plus tard el ensemencée, fournil encore une culture confluente, “mais 
exemple de principe et résistant parfailement a celui-ci; on constata d’ail- 
leurs quelle n’exereait aucune influence lytique sur les microbes sensibles 
que le premier ensemencement de lurine avait procurés. Fortuilement donc, 
le premier échantillon de lurine avait été recueilli au moment précis ov le 
principe apparaissail dans ce liquide et pouvait lyser les microbes, ceux-ci 
nayanl pas encore eu le temps d’acquérir la résistance. Peu apres, cette 
adaptation se réalisa, mais, es germes devenus réfractaires n'élant pas lyso- 
genes, le principe ne put se maintenir. Dans cet exemple donc, le principe 
fut incapable de produire un effel thérapeutique, et cette constatation inspire 
quelque doute quant a Veflicacité du traitement des infections vésicales par 
le bactériophage. 
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loppe lorsque l’on fait agir le filtrat de la culture du microbe L 
sur le bacille de Shiga, nous avons pu obtenir, aux dépens de 
eclui-ci, une race conservant avec beaucoup de persistance un 
pouvoir lysogéne raarqué vis-a-vis des bacilles normaux de 
cette méme espéce dysentérique. Un tube de bouillon A, addi- 
tionné de principe L qui a déja fait quelques passages sur le 
b. Shiga, est ensemencé de b. Shiga. Apres une période de 
lyse bien marquée, des germes résislants viennent troubler le 
liquide ; au bout de quelques jours, on les ensemence sur 
gélose. La culture obtenue est soumise a l’isolement par le pro- 
cédé habituel d’ensemencement, sur une série de tubes de 
gélose, de suspensions plus ou moins étendues. Un tube 
ensemencé dune dilution moyennement étendue fournit des 
colonies assez nombreuses; on en repique enbouillon une, que 
lon appelle X. Un tube ensemencé d'une dilution extrémement 
étendue ne donne qu une colonie, on la repique en bouillon et 
la nomme Y. Aprés quelques jours, on filtre les trois bouillons, 
c’est-a-dire la culture A aux dépens de laquelle on a effectué 
Visolement, les cultures X et Y que celui-ci a fournies. Le 
filtrat A contient naturellement du principe initial L trés actif. 
Existe-t-il du principe dans les filtrats X et Y? Dans des tubes 
de bouillon a, z, y (les tubes contiennent toujours 5 cent. cubes 
de bouillon et I goutte de solution stérile de CaCl a 1 p. 100, 
nous reviendrons plus loin sur le réle du calcium) qui ont regu 
respeclivement XV gouttes des filtrats A, X, Y, on ensemence 
I goutte du b. Shiga normal; bien entendu, un témoin sans 
filtrat recoit du b. Shiga. On observe une lyse énergique en a, 
tandis que x, y et le témoin se troublent sans se clarifier ulté- 
rieurement. Jusqu'a présent donc, il sembie que les colonies X 
et Y ne sont pas lysogénes. Mais on pratique un second passage 
(tubes aa, xx, yy), en filtrant les liquides a, 7, y et les 6prou- 
vant sur le b. Shiga comme il vient d’étre dit. Elant donné que 
dans A l’énergique principe initial s’est abondamment regé- 
péré, aa montre une lyse prompte et tres forte. Mais, d’autre 
part, lexpérience montre que X contient un principe moins 
puissant que le principe initial et qui cependant est assez éner- 
gique. Quant & Y, il renferme un principe caractérisé par sa 
faible puissance, ne provoquantla lyse en yy quavec un retard 
trés margué. On observe donc une gradation trés nette dans 
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l'énergie des trois principes; ce résultat se maintient lors des 
passages ultérieurs. On peut donc conclure que les sécrétions 
des germes issus des colonies X et Y ont induit la régénération, 
par le b. Shiga normal, de principes non identiques au prin- 
cipe L initial, celui qui dérive de la colonie Y se distinguant 
le plus nettement par sa faible activilé. On démontre d’ailleurs 
que la faiblesse de ce principe dérivant de Y est d’ordre quali- 
tatif et non quantitatif; ce principe, en effet, agit encore & dose 
exirémement minime, mais il n’agit, méme a forte dose, que 
faiblement. 

Avant de les filtrer pour procéder au troisiéme passage, ayons 
soin de repiquer en bouillon Jes tubes zz, yy du second pas- 
sage. Nous cultivons ainsi des germes résistanls directement 
issus, remarquons-le, de bacilles dysentériques normaux 
impressionnés respectivement par les principes résultant de la 
réaction, sur le b. Shiga, des séerétions des colonies X et Y 
dont on est parti et qui d’ailleurs étaient également constituées 
de bacilles de Shiga. Ces germes résistants, soumeltons-les 
ensuite a un isolement tres soigneux et repiquons des colonies 
séparées; nous obtenons ainsi de nouvelles souches que nous 
appelons X das et Y bzs. Comment vont-elles se comporter vis- 
a-vis des trois principes récelés dans les filtrats aa, rx, yy? On 
trouve que chaque souche est totalement insensible au principe 
correspondant (ou d’activité inférieure) mais est nettement sen- 
sible au principe d’activité supérieure. Ainsi Y bis ne se laisse 
aucunement lyser par le filtrat yy, mais se lyse sous l’action 
du filtrat 2z ou mieux encore du filtrat aa; X bis n’est lysable 
ni par vz ni par yy, mais subit une lyse tardive sous l’influence 
de aa. 

Mais ces nouvelles souches X bis et Y bis sont-elles lyso- 
genes? Pour répondre a cette question, on éprouve leurs filtrats 
surle b. Shiga normal. On trouve que X dis n'est plus lysogéne. 
Remarquons A ce propos aue X bis est apparu sous l'action 
d'un principe (liquide 2) qui, sans étre aussi fortement lytique 
que le principe original L, était cependant énergique. Or, en cas 
de principe puissant, on trouve souvent une proportion impor- 
tante de microbes résistants, mais non lysogénes, ainsi qu’on 
Ya expliqué au début du présent chapitre. Donc, comme les 
colonies qu’on repique sont choisies au hasard, on ne doit pas 
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s‘étonner de ce que X dis ait été obtenu aux dépens d'une 
colonie résistante, mais ne produisant plus de principe. 

La cullure Y dzs est beaucoup plus intéressante. Sans jamais 
manifester aucun indice de lyse spontanée, elle se montre lyso- 
géne, elle continue & sécréter le principe décelé dans le 
liquide y, ef qui se distingue si nettement du principe L ori- 
ginel. Bien plus, soumis & une série d’isolements successifs (1), 
ce type microbien garde imperturbablement le pouvoir lyso- 
géne spécial qui le caractérise, ils’est stabilisé. Chose remar- 
quable, tandis qu’il se montre parfaitement réfractaire au prin- 
cipe quil sécréte lui-méme et qui agit lytiquement sur le 
b. Shiga normal, ce type Y dis manifeste, & titre permanent, 
une sensibilité prononcée vis-a-vis du principe originel L. I 
s'est équilibré & son propre principe, sans s’6lever au niveau 
d’un principe d’activité supérieure. Il représente une variété 
autonome et distincte qui doit ses qualilés & ce que, vraisem- 
blablement reliée au microbe L par des affinilés spécialement 
prononcées, elle a laissé s’intégrer dans sa physiologie le pou- 
voir lysogéne de cette espéce, tout en le modifiant cependant 
en fonction de sa propre nature et de ses potentialités propres. 
En résumé done, le principe du microbe L, agissant sur le 
bacille de Shiga, a fait apparailre par induction une race nou- 
velle et stable de b. Shiga, inductrice & son lour vis-a-vis du 
b. Shiga normal, mais dont le principe, actif sur celui-ci, se 
distingue netitemenl! du principe originel L en ce quil est 
moins énergique (2); c’est vraiment un principe nouveau, bien 
que naturellement il soit apparenté, par sa filiation méme, au 
principe L. 

En somme, nous possédons désormais deux cultures de 
b. Shiga: la culture primitive dite normale, la culture Y dis 
qui impressionne lytiquement la premiére. A vrai dire, Y dvs 
a 6té obtenu par un artifice de laboratoire, la mise en jeu du 


(1) Pour des raisons sur lesquelles nous reviendrons plus loin, on utilise 
pour les derniéres opérations d'isolement des milieux nutritifs oxalatés. 
Nous verrons que le pouvoir lysogéne de Y Sis persiste dans les cultures en 
milieux décalcifiés, bien que le calcium soit nécessaire 4 l'effet lytique de ce 
principe Y dis sur le b. Shiga normal et a sa régénération par celui-ci. 

(2) Si l'on fait agir le principe Y 67s sur le b. Shiga normal, on obtient des 
germes qui résistent fort bien a ce principe, mais sont lysables par le prin- 
cipe L, tandis qu’en présence du principe L le b. Shiga normal fournit des 
résistants qui tolérent le principe Y 67s comme le principe L. 


86 


1316 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


principe L. Mais comme les interréactions entre espéces micro- 
biennes doivent fréquemment se produire dams les conditions 
naturelles, nolamment dans le contenu intestinal, rien n’in- 
terdit d'imaginer qu’on puisse trouver fortuitement certaines 
souches de b. Shiga capables de lyser visiblement d’autres 
souches de méme espéce. Bien plus, qui sait si, d'une seule et 
méme souche de b. Shiga, on ne pourrait pas retirer parfois 
des germes investis des potentialités voulues pour étre, & un 
moment donné, capables de réagir sur certains de leurs congé- 
neres comme Y bis réagit sur le b. Shiga normal ? N’est-ce pas 
précisément ce que l'un de nous a constaté & propos de la cul- 
ture pure du microbe L, dont on a pu, par simple isolement, 
sans intervention quelcongue de principe élranger, extraire des 
germes qui, cultivés séparément dans la suite, se sont révélés 
aptes & altaquer d’autres individus de méme espéce ? 

Ici nous voyons poindre, 4 propos du microbe L, une objec- 
tion, ou plutot une remarque. Nous avons considéré jusqu ici 
que le pouvoir lysogene du microbe L lui appartient en propre, 
en d'autres termes, qu il y est autochtone. Ne pourrait-on pré- 
tendre que ce microbe L n’est pas spontanément lysogéne et 
que cette propriété lui a été communiquée aulrefois, lorsqu’il 
vivait dans les milieux naturels, par le contact fortuit avec une 
autre espéce lysogéne, exactement comme le pouvoir lysogéne 
du Shiga Y dzs est di & Vinfluence du microbe L lui-méme? Il 
est bien évident que, @ priori, on ne saurait exclure cette possi- 
bilité; peut-étre une espéce inductrice qui nous reste inconnue 
a-t-elle, & un moment donné, con{éré au microbe L sa propre 
qualité lysogéne. Seulement, si en réalité cette espece induc- 
trice existait, la méme hypothése se reproduirait pour ce qui 
la concerne, on pourrait imaginer qu'elle aussi doit son activité 
a l'influence d’une espéce étrangtre. Kt ainsi de suite indéfini- 
ment, de sorte que le probleme serait incessamment reculé 
sans étre jamais résolu. Il y a de quoi étre perplexe, et nous 
éprouverons cette méme impression lorsque nous envisagerons 
le principe antistaphylococcique, lequel préte & des considéra- 
tions analogues. I] faut cependant bien, en derniére analyse, 
accepter l’existence d’espéces possédant primitivement et spon- 
tanément le pouvoir d’engendrer des principes lytiques, et 
comme les limites entre espéces sont souvent indécises, et 
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comme des propriétés analogues se retrouvent souvent chez des 
microbes divers, il semble rationnel de penser que, loin d’étre 
exceplionnel, le pouvoir lysogéne spontané doit étre commu- 
nément répandu. D’ailleurs, s’il était vraiment rare, comment 
tant de microbes variés trouveraient-ils dans leur physiologie 
les ressources voulues pour manifester le pouvoir lysogéne 
induit dés qu'un principe approprié les touche? Au surplus, il 
convient de revenir & ce propos sur une réflexion déja for- 
mulée. Quand on dit que telle colonie ou culture n’a pas 
montré de pouvoir lysogéne, cela signifie simplement que le 
germe employé comme détecteur n’a rien pu déceler. Cette 
réserve s'impose, et ce correctif s’applique bien entendu a 
Yensemble des résultats énumérés dans les pages précédentes, 
de nombreuses transitions reliant sans doute les microbes 
lysogenes & ceux qui ne semblent pas l’étre ou qui (s'il en 
existe de tels) ne le sont réellement point. Et si l'on songe aux 
multiples réactions qui, dans la Nature s’effectuent inévitable- 
ment entre espéces différentes ou variétés de méme espéce, on 
aboutit & cette conclusion que dans la Nature le phénoméne 
lytique doit se présenter sous des modalités innombrables, 
étant intimement lié au phénomene de variabilité dont il est a 
la fois la conséquence et l’un des déterminants. 


Le réle des sels calciques. 


Stassano et de Beaufort (1) ont signalé qu’un principe étudié 
par eux ne lyse pas en présence de citrate de soude et que 
Vinfluence empéchante de ce produit est neutralisée par les 
sels solubles de calcium. L’un de nous (2) a reconnu que le 
principe dont il a été souvent question plus haut, et qu’on 
obtient en faisant agir les sécrétions du microbe de Lisbonne 
sur le bacille de Shiga, exige formellement la présence de sels 
calciques. Introduit dans du bouillon oxalatéa 1 p. 1.000 qu’on 
ensemence ensuite de bacille de Shiga, il n’exerce aucune 
action sur le développement microhien et corrélativement ne 
se régénére pas. Méme lorsqu’on n’ajoule pas d’oxalate, il 


(14) C. R. Soc. de Biol., 93, 1925, p. 130. 
(2) C. R. Soc. de Biol., 94, 1926, p. 403. 
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suffit que le bouillon soit fortement alcalinisé, c’est-a-dire 
soit pauvre en sels calciques, pour que la lyse fasse défaut; en 
pareil cas l’addition d'un peu de chlorure calcique au bouillon 
la fait apparaitre; le chlorure de strontium produit le méme 
effet. Par contre, il est d'autres principes qui agissent fort bien 
en bouillon oxalaté. Cette discordance n’est probablement 
qu’apparente, on sait que loxalate de soude n’insolubilise pas 
la totalité du calcium, il est vraisemblable qu’une trace de ce 
métal est toujours nécessaire, mais que les divers principes se 
distinguent en ce qwils en exigent des quantités différentes 
pour entrer en action et pour se reproduire. Ce qui nous porte 
a le croire, c'est que nous possédons un principe dont les effets 
lytiques sont considérablement retardés, sans étre supprimés, 
lorsqu’on le fait agir en bouillon oxalaté a 1 p. 1.000; ila done 
besoin de calcium, mais n’en réclame que trés peu. Ces consta- 
tations concernant le réle du calcium nous ont conduits a 
ajouter systématiquement un peu de chlorure calcique aux 
bouillons servant aux expériences de lyse (1). Cette régle a été 
observée pour tous les essais, datant de moins de trois ans 
environ, qui se trouvent cités dans le présent mémoire. 

Nous venons de signaler que le principe L obtenu par action 
du filtrat de culture du microbe L sur le bacille de Shiga est 
inactif en bouillon oxalaté. Dans ces conditions, ce bacille 
reste intact et le principe ne se régénére aucunement. Au 
contraire, en présence d’un peu de chlorure calcique, la lyse 
est intense et la concentration du principe s’éléve considéra- 
blement. On peut, dans ces conditions, rechercher si, étant 
donné un bouillon contenant, oulre le chlorure calcique, une 
dose assez torte de principe L, et qui, grace a celui-ci, est 
resté bien limpide un certain nombre d’heures aprés avoir été 
ensemencé de bacille de Shiga, la précipitation du calcium 
provoquée & ce moment par addition d’oxalate permettra le 
développement microbien. L’expérience répond affirmative- 


(1) On ajoute une goutte de CaCl? a 1 p. 100 stérile dans chaque tube con- 
tenant 5 cent. cubes de bouillon. On ne pourrait ajouter ce sel avant la 
répartilion du bouillon en tubes et la stérilisation, car la réaction alcaline 4 
chaud fe précipiterait. Il convient dailleurs que la réaction alcaline ne soil 
pas exagérée, car en pareil cas le léger trouble qui apparait au moment ot 
la goulte de CaCl’ est introduite, au lieu de disparaitre promptement par 
agitation, se condense en flocons. 
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ment. Méme lorsque l’oxalate est ajouté {rés tardivement, dix 
ou quinze heures par exemple aprés l’ensemencement, une 
abondante multiplication du bacille s’effectue promptement, 
landis quelle continue a faire défaut dans le témoin qui ne 
recoit pas d’oxalate. L’intervention obligatoire et tres directe 
du sel calcique dans le processus lytique est ainsi mise en 
évidence. 

On peut, d’autre part, dans un bouillon contenant le prin- 
cipe L mais exempt de calcium, et qu’on ensemence de bacille 
de Shiga, introduire ultérieurement le chlorure; naturellement 
fe développement du microbe s’effectue dés les premiéres 
heures, mais, s'il n'est pas encore trés abondant, par exemple 
quatre heures d’étuve aprés l’ensemencement, l'intervention 
du sel calcique fait encore apparailre la lyse, tardivement a 
vrai dire. 

Puisque Vaddition d’oxalate, en supprimant Ll'action du 
principe L sur le bacille de Shiga, empéche sa régénération, il 
est intéressant de rechercher leffet de la décalcilication non 
plus sur le bacille de Shiga additionné de principe L, mais sur 
le microbe L lui-méme. Aprés de fréquents passages sur des 
milieux nutritifs additionnés d’une forte dose d’oxalale, ce 
microbe manifestera-t-il encore le pouvoir de déclencher Ja 
lyse transmissible du bacille de Shiga? 

L’expérience répond alfirmativement. A la suite de nom- 
breux passages sur bouillon oxalaté et méme apres avoir été 
finalement isolé sur géiose oxalatée a 1 p. 100, le microbe L n/a 
pas perdu son pouvoir lysogéne spontané. Si on le cultive 
d'une part en bouillon oxalaté, d’autre part en bouillon calcifié, 
et filtre ensuite les liquides, on constate que ces deux filtrats 
peuvent, en bouillon calcifié, déclencher la lyse du bacille de 
Shiga. A vrai dire, lors du premier passage sur le bacille 
Shiga, le filtrat de la culture oxalatée est tres nettement moins 
actif que celui de la culture calcifice, mais, dés le second pas- 
sage, la différence disparait. Au surplus, lorsque le microbe L 
longtemps entretenu en oxalate est repiqué en bouillon calcifié, 
il se comporle comme sil n’avait jamais été privé de sels cal- 
ciques, c’est-a-dire reprend immédialement son intense pou- 
voir lysogéne habituel. Si le principe était un virus, on ne 
comprendrait guére comment il parvient & se maintenir chez le 
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microbe L en milieu oxalaté, tandis qu'il se refuse en milieu 
oxalaté & attaquer le bacille Shiga. En réalité, laptitude a pro- 
duire ce principe est inscrite dans la trame du microbe L, elle 
est inhérente & sa physiologie sans I’étre & celle du bacitle 
Shiga. Aussi le microbe I. la garde-t-il méme en l’absence de 
sels calciques. Ce qui exige beaucoup plus impérieusement la 
présence de ces sels, c'est la régénération du principe par 
induction, c’est-a-dire grace & Vintervention d’une autre 
espece, le bacille de Shiga. 

Nous ayons reproduit ces expériences en les faisant porter 
sur le bacille Shiga lysogéne Y 6is dont il a été question dans 
les pages précédentes. Les résultats ont parfaitement concordé 
avec ceux que nous venons de consigner concernant le 
microbe L. Gomme ila été dit plus haut, aprés de nombreux 
passages en bouillon oxalaté et isolement sur gélose oxalatée, 
Y bas est resté lysogéne. Il suffit alors de l’ensemencer en 
bouillon calcifié pour obtenir un principe actif sur le bacille de 
Shiga normal, lequel pourtant ne le régénére qu’en présence 
de calcium. Par exemple, si on introduit une ou plusieurs 
gouttes de ce principe dans un tube de bouillon oxalaté quwon 
ensemence de bacilles Shiga, on n’observe ni lyse ni élévation 
de la concentration du principe, tandis que la régénération 
s’opére trés activement si l’on opére sur du bouillon calecifié 
qui a recu, de ce méme principe, soit les mémes doses, soit 
une quantité considérablement moindre, telle que 1/10.000 de 
goulte. 


Inventaire bactériophagique d'une eau potable. 


Nous avons éprouvé, sur deux especes microbiennes, le 
bacille de Shiga et un bacille coli qui nous sert depuis long- 
temps poue les recherches sur la lyse transmissible, eau de 
distribution de la Compagnie intercommunale des Eaux, qui 
dessert une bonne partie de l'agglomération bruxelloise. 

Nous employons régulitrement ‘da bouillon bleuissant de 
fagon perceptible le papier de tournesol, et que lon distribue 
en tubes de 5 cent. cubes. Aprés stérilisation, chaque tube 
recoit une goutte de sotution stérilisée de chlorure calcique 
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a 1p. 100; nous venons de rappeler le rdle important de ce sel 
dans l'autolyse transmissible. 

Si dans un tel tube de bouillon qu'on vient @ensemencer de 
bacille coli, on introduit XX gouttes d'eau de la distribution, 
filtrée au préalable sur bougie Chamberland, on ne constate 
pas de lyse précoce. Aprés dix ou douze heures de séjour a 
étuve, le bouillon est aussi trouble qu’un tube témoin iden- 
tique sauf qu’on n’y a pas ajouté d'eau. Mais il se clarifie peu 
a peu dans la suite, aprés trois ou quatre jours il est presque 
limpide. On le filtre & ce moment et on ajoule quelques gouttes 
de filtrat & un bouillon qu'on ensemence de bacille coli. Cette 
fois, la limpidité du liquide se maintient pendant de nombreuses 
heures ; ultérieurement, un trouble plus ou moins prononcé 
apparait grace au développement de microbes résistants, mais, 
dans la suite, ceux-ci a leur tour subissent, au moins partielle- 
ment, le processus lytique, de sorle que finalement le bouillon 
reste trés clarifié. Des passages ullérieurs exaltent [énergie de 
ce principe actif sur le bacille coli. 

Lorsqu’on réalise la méme expérience en employant, au leu 
du bacille coli, le bacille de Shiga, on n’obtient pas de lyse 
perceptible. Mais il en va tout autrement si l’on met en jeu, 
non point l'eau simplement filtrée, mais le filtrat d'une culture 
obtenue en maintenant trois ou quatre jours & l’étuve de l’eau 
non filtrée mélangée a volume égal de bouillon. Ensemencé 
dans du bouillon calcifié additionné de XX gouttes de ce 
filtrat, le bacille de Shiga se développe normalement pendant 
les sept ou huit premieres heures, mais 4 ce moment le trouble 
intense qui s’est produit se clarifie ef bientdt le liquide est 
limpide. Le lendemain, des germes résistants apparaissent et 
le bouillon se retrouble. Des passages sur le bacille de Shiga 
rendent le principe plus actif. Fait intéressant, le principe 
anti-Shiga ainsi obtenu n’exerce aucune influence sur le 
bacille coli, et, vce versa, le principe qui vient d’étre mentionné 
et qui agit sur le bacille coli n’agit pas sur le bacille Shiga. Il 
fallait évidemment tenter de découvrir les microbes 4 qui l’eau 
doit son pouvoir de déclencher la lyse transmissible des 
bacilles ‘coli et Shiga. Disons immédiatement que nous n’avons 
pas réussi & identifier la bactérie productrice du principe sur le 
bacille coli. Elle ne parait pas se maintenir en bouillon (sans 


Pos 
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doute en raison de la concurrence des autres microbes), car, st 
Von repique a plusieurs reprises sur ce milieu la culture primi- 
tivement obtenue par mélange d'eau et de bouillon, le principe 
anti-Coli cesse bientot d'étre décelable. 

Nous avons été plus heureux pour ce qui concerne le 
microbe responsable du principe actif sur le bacille de Shiga. 
Soumise & la technique ordinaire de lisolement sur gélose, la 
culture originelle d'eau additionnée de bouillon fournit une 
série d’especes microbiennes qui, soigneusement purifiées, 
sont cullivées en bouillon calcifié. On filtre ces cultures sur 
bougie et on éprouve les filtrats en en introduisant XX gouttes 
dans des bouillons calcifiés ensemencés de bacille de Shiga. 
L'un de ces filtrats provoque une lyse tout a fait analogue a 
celle que déclenche le filtrat de la culture originelle, c'est a-dire 
s'effectuant déja trés activement dés le premier passage. Le 
microbe lysogéne est donc identifié (microbe A). Des essais 
similaires permettent de démontrer que l’eau contient encore 
un autre microbe (B) lysogéne pour le bacille de Shiga. Mais 
ce second microbe est moins actif, il faut deux ou trois passages 
sur le bacille de Shiga pour que son filtrat provoque une lyse 
bien perceptible, laquelle, & la faveur de passages ultérieurs, 
d-vient trés énergique. ‘ 

Les cultures de ces deux microbes A et B sont trés floris- 
santes et l'on n’y dénote aucun indice de lyse. Lorsqu’on 
ensemence sur gélose des suspensions trés étendues, on 
obtient des colonies bien éloignées les unes des autres, 
@aspect parfailement normal et qui, repiquées sur bouillon, 
donnent des cultures dont le filtrat est actif. Il s’agit done de 
bactéries douées, comme le microhe de Lisbonne, d’un pouvoir 
lysogéne spontané qui leur est inhérent. Ce sont des Coli- 
formes, leur morphologie est sinon tout & fait identique, au 
moins fort semblable; A est trés mobile tandis que B lest fort 
peu. Ils sont Gram-négatifs, produisent beaucoup d’indol, fer- 
mentent le glucose et le lactose mais non le saccharose. B fer- 
mente Vadonite, tandis que A ne posséde pas celte propriété. 

Nous avons injecté & des lapins le microbe A. Bien qu’il soit 
lysogéne, nous n’avons pas obtenu de sérum antilytique. Par 
contre, on obtient facilement, en injectant au lapin du bacille 
coli lysé par le principe correspondant signalé plus haut, 


AUTOLYSE MICROBIENNE TRANSMISSIBLE OU BACTERIOPHAGE 1323 


un sérum qui neutralise énergiquement ce principe. Nous 
employons depuis trés longtemps un autre principe, aclif éga- 
lement sur le méme bacille coli et qui, de plus, lyse aussi le 
b. Shiga. Or, le sérum en question ne le neutralise pas. Il ne 
neutralise pas davantage les principes antidysentériques 
ci-dessus mentionnés et qui proviennent des microbes A et B. 

En résumé, bien que nous n’ayons pu réaliser l’isolement de 
tous les microbes générateurs des principes révélés, ces 
recherches plaident nettement en faveur del’origine bactérienne 
des bactériophages qu’on rencontre dans les milieux naturels. 
Elles montrent aussi qu'un méme milieu peut renfermer des 
principes qui différent tant sérologiquement que par Ja nature 
des espéces quwils attaquent. Encore faut-il largement tenir 
compte de ce que de tels essais sont manifestement fort incom- 
plets. En effet, nous n’avons employé, comme microbes révé- 
lateurs de principes, que deux espéces, les bacilles coli et de 
Shiga. Il est bien vraisemblable que d’autres microbes se pré- 
teraient également & ce role détecteur et permettraient de 
découvrir d'autres principes encore, nombreux peut-étre, chacun 
deux émanant d’une espéce particuliére. Sans doute réussira- 
t-on quelque jour a constituer loute une collection de microbes 
spontanément lysogénes auxquels correspondront des espéces 
réceptives aptes a déceler chaque principe. 

Les microbes A et B dont il vient d’étre question, le microbe L 
découvert par Lisbonne et Carrére, possédent en commun la 
qualité d’étre lysogénes a I’égard du bacille de Shiga, de sorte 
que nous pouvons obtenir trois principes. Chacun d’eux peut 
étre considéré comme étant unique et bien pur puisque chacun 
d’eux émane d’une espéce bactérienne déterminée. Dans ces 
conditions, il est intéressant de les confronter en recherchant si 
ces principes, ayant chacun leur individualité bien définie et 
qui s’adressent tous au bacille de Shiga, portent en réalité leur 
action, au sein de celte espece dysentérique, sur le méme type 
microbien. Nous avons opéré sur les principes engendrés par 
les microbes A et L. 

Lorsqu’on ensemence de b. Shiga des tubes de bouillon con- 
tenant respectivement ces deux principes, la lyse qui s’observe 
est suivie de l’apparition de microbes résistants, lesquels, 
repiqués en bouillon, donnent bientot des cultures prospéres. 
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Des lors, la question se pose de savoir si les germes obtenus 
en présence du principe A, et qui désormais le tolérent, sont 
encore lysables par le principe L, et si, réciproquement, les 
germes devenus rebelles au principe L sont encore sensibles 
au principe A. Or, Vexpérience montre que la résistance est 
spécifique. Les microbes réfractaires & L manifestent & l’égard 
de A une réceptivité semblable & celle du b. Shiga normal; 
vice versa, la résistance & A nimplique pas la résistance a L. 
Or, si les types microbiens respectivement insensibles aux 
principes A et L ne sont pas identiques, nous avons le droit 
d'inférer que, symétriquement, les types microbiens lysables 
par ces principes ne se confondent pas davantage (1). Ces résul- 
tats viennent donc corroborer ce que nous exprimions plus 
haut, & sayoir qu’a la mosaique des principes correspond, au 
sein de l’espece bactérienne, une mosaique des types micro- 
biens, et que cette donnée permet dinterpréter aisément le 
fait de Vaccroissement d’activité des principes sous l influence 
des passages. Peut-on, dans ces conditions, se rallier a la 
théorie du virus? Si elle était vraie, il faudrait accepter que 
les virus existant symbiotiquement chez les bactéries A et L 
sont différents, et le sont a tel point qu’ils attaquent, chez la 
méme espéce, bacille dysentérique, des types microbiens dif- 
férents. Tandis que si les principes sont des produits bactériens, 
il n’est pas surprenant qu ils soient distincts lorsqu’ils émanent 
des-espéces différentes A et L. 


Lorigine du principe staphylococcique 
de la lymphe vaccinale. 


On sait que le premier exemple de lyse transmissible est da 
a Twort. En 1915, ayant ensemencé sur gélose de la lymphe 
vaccinale glycérinée, cet auteur avait obtenu des colonies iso- 
lées de staphylocoque blanc qui toutes paraissaient normales 
au début, mais dont plusieurs subissaient dans la suite une 


(1) Nous avons étudié plus haut, pour ce qui concerne le comportement 
des résistants, les principes L et Y bis. Ajoutons ici que les b. Shiga devenus 


résistants au principe Y bis sont encore lysables par le principe A et réci- 
proquement. 
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curieuse modification. Elles prenaient un aspect vitreux et 
transparent qui (émoignait d'un processus lytique;’ ce moment, 
Vexamen microscopique ne décelait plus que des débris micro- 
biens. Ce phénoméne de lyse semblait offrir un caractere con- 
tagieux, car il suffisait, pour que des colonies @aspect normal 
subissent la méme altération, de déposer & leur surface une 
trace de colonie lysée. Toutefois les cultures tuées ne se lats- 
saient pas modifier; l’agent modificateur ne se multipliait que 
sur les microbes vivan!s. Le filtrat de délayage de colonie lysée, 
ajouté & une suspension en bouillon du staphylocoque prove- 
nant de la lymphe vaceinale, y provoquail une lyse énergique. 
Si on filtrait ensuite cette suspension, on obtenait un liquide 
invesli de la méme propriété, le phénoméne lytique était régu- 
hiérement transmissible. 

Entre ce phénoméne et celui qu’ultéricurement d’Hérelle 
signala & propos du bacille dysentérique, |’analogie est absolue, 
ainsi que Gratia, puis Gratia et Jaumain parent le démontrer 
en 1921-1922. Ces auteurs conslatérent de plus que le principe 
approprié au staphylocoque n’agit pas sur le bacille dysenté- 
rique, et qu'un principe impressionnant le bacille dysentériue 
n’exerce pas d'influence sur le staphylocoque. Hs reconnurent 
en outre que ces principes divers se distinguent par leur spé- 
cificité antigénique; ils ne sont neutralisables que par les 
sérums correspondants qu’on obtient par injection de suspen- 
sions lysées. 

Ne peut-on supposer que le principe contenu dans la lymphe 
vaccinale est dorigine bactérienne? Nous étant proposé de 
rechercher dans la lymphe le microbe responsable de l’appa- 
rition de ce principe actif sur le staphylocoque, nous avons 
soumis la lymphe & la technique de Visolement sur gélose (1). 
Nous avons récolté ainsi six especes bactériennes, c’est-a-dire 
trois bacilles, deux microcoques et un staphylocoque blanc, et 
avons tout d’abord éprouvé la sensibilité de ces divers microbes 


(1) Tl est superfia dinsister sur la nécessité de bien débarrasser les 
microbes du liquide oti ils baignaient, c’est-a-dire d’effectuer lisolement avec 
grand soin. On doil exiger que, sur le milieu solide, les colonigs soient fort 
éloignées les unes des autres. De plus, i! faut les soumettre dun réisolement. 
On délaie chaque colonie dans quelques centimetres cubes de bouillon et 
pratique le nouyel isolement aux dépens de cette suspension. Nous avons 
réguliérement observé cette technique. . 
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vis-’-vis du principe. Celui-ci s‘obtient trés aisément : il suffit 
de fillrer, soit de la lymphe qu'on vient de délayer dans du 
bouillon, soit une culture, agée de quelques jours, de lymphe 
ensemencée dans du bouillon. Or, si dans des tubes contenant 
5 cent. cubes de bouillon, | goutte de chlorure calcique a 
1 p. 100 et XX gouttes du filtrat, on ensemence respective- 
ment les six bactéries mentionnées, on constate que seul le 
staphylocogue blanc se montre sensible: il subit une lyse 
prompte et complete, tandis que la culture témoin qui n’a 
pas recu de fillrat se trouble fortement sans jamais subir de 
clarification. On accroit encore l’énergie du principe par le 
procédé habituel des passages; la lyse est indéfiniment trans- 
missible. 

Done, nous possédons désormais un microbe sensible, c’est- 
a-dire le réactif voulu pour déceler la présence du privcipe. 
Reste & déterminer la bactérie qui produit celui-ci. 

Disons tout de suite que les trois bacilles et les deux micrc- 
coques peuvent étre mis hors de cause; le filtrat de leur cultwe 
en bouillon calcifié ne déclenche aucunement la lyse du staphy- 
locoque blanc. 

Dans ces conditions, le pouvoir lysogéne n’appartiendrait-il 
pas au staphylocoque lui-méme? Nous venons de signaler que 
ce slaphylocoque est sensible au principe, n’est-il point para- 
doxal de présumer qu’s] pourrait étre lysogene tout en étant 
réceplif? On va voir cependant que lhypothése se confirme, et 
l'on comprendra dans la suite que la coexistence dans une 
méme culture du pouvoir lysogéne et de la réceptivité n'est pas 
réellement surprenante. 


COLONIE AGRESSIVE ET COLONIE RECEPTIVE. — Ensemencé en 
bouillon, le staphylocoque blane donne une cullure prospére 
n’offrant rien d’anormal. Apres quelques repiquages dans ce 
milieu, praliquons lisolement sur gélose. Des colonies bien 
séparées apparaissent. On en choisit deux quine se distinguent 
que par de menus détails d’aspect; l'une étant parfailement 
arrondie tandis que les bords de l'autre sont légerement 
sinueux. Repiquées en bouillon, ces deux colonies donnent des 
cultures quelque peu différentes au début; lune que nous 
appellerons. A montrait un peu de floconnement, tandis que 
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Yautre (R) présentait un trouble homogéne; dans la suite ces 
différences s’atténuérent beaucoup. 

Aprés trois ou quatre jours d’étuve, filtrons les deux cul- 
tures en bouillon, et recherchons si le filtrat de l'un de ces 
microbes n’exerce pas d’influence sur le développement de 
Yautre. On conslate que !introluction de XX gouttes du 
filtrat R dans un tube de bouillon calcifié, qu’on ensemence 
ensuite de microbe A, ne produit aucun effet perceptible sur le 
développement; des passages successifs restent sans résultat. 
Mais il n’en va pas de méme si l'on procede & l’essai inverse. 
Kn présence du filtrat de A, la culture du microbe R est nette- 
ment moins trouble que celle d’un témoin R non additionné 
de filtrat; une clarification partielle s’effectue. Si apres trois 
jours on filtre cette culture incomplétement lysée et introduit 
du filtrat dans un nouveau tube de bouillon ensemencé de R, 
on observe une lyse rapide et complete qui devient plus mani- 
feste encore lors des passages ullérieurs. 

L’expérience montre donc que R n’attaque pas A, mais que 
A déclenche la lyse de R. Le type microbien A est agressif, 
c'est-a-dire capable de jouer le role d'inducteur, le type R 
étant réceptif, c’est-a-dire susceptible d’étre induit. Cette pro- 
priété que A posséde d’étre lysogéne & l’égard de R ne s'est 
pas atténuée par la conservation pendant cing mois sur gélose 
avec repiquage tous les quinze jours. D’autre part, nous 
n’avons jamais observé ni chez A ni chez R le moindre indice 
de lyse spontanée. 

Lorsqu’on ensemence R dans du bouillon additionné du prin- 
cipe dérivant de A, on observe, comme il vient d’étre dit, une 
lyse intense, mais bientdt le liquide se trouble en raison de 
Yapparition de microbes résistants. Si l'on pratique a ce 
moment Visolement, repique les colonies séparées, on obticnt 
des cultures filles toutes visiblement résistantes vis-a-vis du 
principe A, mais dont la résistance est inégale, et dont, chose 
remarquable, chacune conserve son degré propre de résistance 
& travers plusieurs repiquages sur gélose. En d’autres termes, 
on obtient une gamme de résistances, et cette gamme peut élre 
conservée, chacun de ses éléments se maintenant toujours a 
la place qu'il occupait d’emblée. D’autre part, il est intéres- 
sant d’étudier ces divers types de microbes résistants, dont 
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lorigine est la souche R, au point de vue de leur pouvoir lyso- 
gdne vis-a-vis précisément de cette souche R initiale. Or, on 
constate que leurs sécrétions sont capables de déclencher la 
lyse de celle-ci, c’est-a-dire que, ayant 61¢ impressionnés par le 
principe de la souche A, ils ont acquis, en devenant résistants, 
les propriétés mémes de la souche A. Ils se sont en quelque 
sorte équilibrés, harmonisés & la souche A dont ils ont subi 
Vinfluence et, fail digne d’é@tre noté, ce sont, parmi ces types 
résistants, ceux dont la résistance acqaise & légard du prin- 
cipe A est la plus prononcée qui manifestent vis-a-vis de R 
le pouvoir lysogéne le plus énergique, en d'autres termes gui 
présentent avec A la ressemblance la plus étroite. Nous 
avons signalé, dans la premiére partie du présent mémoire, le 
fait que la technique de lisolement ne fait pas disparaiire le 
pouvoir lysogéne induit lorsque le microbe qui le manifeste et 
le microbe inducteur qui l’a déclenché appartiennent a la 
méme espéce, ou tout au moins se ressemblent suffitsamment, 
et que, de plus, en pareil cas, les germes devenus lysogénes a 
litre définitif témoignent de qualités lytiques semblables ou du 
moins comparables a celles des congénéres dont ils ont ressenti 
linfluence inductrice. Le lecteur qui voudra bien se reporter 
aux considérations exprimées dans les pages précédentes (1) se 
rendra comple de ce que les résultats ci-dessus consignés leur 
apportent une frappante confirmation. 

Reste a comprendre pourquoi la culture initiale de staphylo- 
coque blanc, mére des souches A et R, se montre lysable par le 
filtrat de lymphe vaccinale. Ce fait se concoit aisément pour ce 
qui concerne lun des composants de cette culture totale, 
c’est-a-dire le type réceplif R. Mais pour quelle raison le type 
agressif A, qui lyse le précédent, se laisse-t-il lui-mé@éme lyser 
par l'extrait de lymphe? JI est infiniment probable (et nous 
trouverons plus loin la vérification de cette donnée) qu'il existe 
différents degrés aussi bien dans le pouvoir d’étre agressif que 
dans |’aptitude a étre réceptif. Or, la culture initiale, ayant été 
obtenue grace a un isolement soigneux, procédait d’an germe 
unique, l'un des individus staphylococciques qui peuplaient la 


(1) Nolamment pour ce qui concerne linfluence des diverses races du 
microbe L les unes sur Jes autres ou lapparilion, aux dépens du bacille 
Shiga, du type lysogéne Y bis sous l’'action du principe L. 
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lymphe vaccinale. I! est fort vraisemblable qu’a cété de celui-la, 
dont certains descendants ont manifesté le pouvoir agressif, la 
lymphe en contenait d’autres, nantis de cette méme qualité 
dans une mesure trés supérieure encore. En d'autres termes, il 
est légitime de penser qu’elle renfermait des unités staphylo- 
cocciques hyperagressives capables de provoquer la lyse de la 
culture initiale utilisée dans nos expériences. 


Dissociation pes soccues A er R. — En vertu de leur ten- 
dance a la variabilité, surtout lorsqu’on les entretient dans les 
milieux nulritifs liquides ot les germes baignant dans leurs 
excreta réagissent mieux les uns sur les autres, les espéces 
microbiennes sont sujettes a présenter bientdt une réelle hété- 
rogénéité. Hl est & présumer que dans ces condilions une cer- 
taime différenciation se produira dans les cultures liquides tant 
de la souche A que de la souche R, et que par isolement on 
obtiendra finalement des individus doués a des degrés variables, 
soit d’agressivité s ils sont issus de la souche A, soit de recep- 
tivité sils descendent de la souche R. Bien plus, il est & sup- 
poser qu’au sein méme de chaque souche apparaitront des 
individus capables de réagir les uns sur les autres grace au 
pouvoir lysogéne, mais que lous garderont néanmoins dans 
une réelle mesure l’empreinte de leur hérédité particuliére, en 
ce sens que, par exemple, si certains descendants de R devien- 
nent agressifs vis-a-vis de congénéres issus de la méme 
souche R, ils continueront néanmoins & se montrer sensibles 
au principe de la souche A, comme l’est d’ailleurs la culture R 
dont ils procédent. 

Considérons d’abord la souche R. Trois foisde suite et a inter- 
valles de huit & dix jours, on Ja repique en bouillon additionné 
de chlorure calcique; ensuite, on isole sur gélose et choisit six 
colonies qu’on ensemence. On recherche la sensibilité de ces 
cultures filles & ’égard da principe fourni par la souche A. On 
trouve ainsi que lune d’elles, que nous appellerons R R a, se 
lyse avec une remarquable promptitude sous l’action de ce 
principe. Deux autres ne subissent qu'une lyse, nette a vraj 
dire, mais cependant assez lente et partielle; les trois autres 
enfin se montrent particuliérement rebelles; elles donnent lieu 
aun trouble normal qui, pour ce qui concerne deux d’entre 
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elles, persiste quatorze et vingt jours avant de s’éclaircir visi- 
blement, et qui, pour Ja troisitme, plus rebelle encore, n/est 
pas modifié au bout de vingt-cing jours (1). On voit quil existe 
divers degrés dans la réceptivité. Mais ici se place une consta- 
tation susceptible de mieux faire comprendre pourquoi, en 
eénéral, Vactivité des principes s’accroit par les passages. 
Avant d’éprouver le principe A sur les races spécialement 
rebelles dont il vient d’étre question, portons-le au contact de 
la race R Ra qui au contraire est remarquablement réceptive. 
Or, apres un tel passage, on constate que le principe attaque 
trés facilement les races rebelles. Proche parent de celles-ci, le 
type R R aa servi en quelque sorte dintermédiaire grace 
auquel le champ d'action du principe a pu s’élargir aisément,; 
ce fait vient confirmer les vues exprimécs dans la premiére 
pariie du présent mémoire, concernant le probleme de |’adap- 
tation d’un principe & une espéce déterminée. Plus simple et 
plus démonstratif encore est essai consistant & introduire le 
principe A dans du bouillon ensemencé a la fois d'une des 
races rebelles et de la race R Ra trés réceptive. Dans ces con- 
ditions la lyse est rapide et complete, tandis qu'elle etit élé trés 
pénible ou méme imperceptible si la race rebelle avait été ense- 
mencée seule. Apte a se laisser aisément induire en devenant 
lysogéne & son tour, la race réceptive régéuére un principe qui 
convient spécialement ala lyse de la race rebelle, pour la raison 
que ces deux races, dérivant toutes deux de la souche R, sont 
trés étroitement apparentées. On peut méme joblenir une lyse 
moins prompte mais cependant trés nette encore en ensemen- 
cant la race RR a@ quelques heures apres la race rebelle, c’est- 
a-dire au moment ot le développement de celle-ci est déja trés 
appréciable. 

D’autre part, ii convient de rechercher si les six cultures 
dérivées de la souche R s’impressionnent mutuellement. Or, on 
constate en effet que certaines d’entre elles manifestent vis-a- 
vis de leurs congénéres un pouvoir agressif net (2). Toutefois, 


(1) Bien entendu, si, filtrant ensuite ces cullures ou la lyse s‘effectue ‘si 
péniblement, on procéde a des passages sur les mémes races, la lyse appa- 
rail bientot beaucoup plus promptement, l'activité des principes sur ces 
variétés s’exaltant. 

(2) La plus active est la culture R Ra, qui manifeste méme un pouvoir 
agressif vis-a-vis de la souche totale R dont elle est issue. Or, cette culture 
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jusqu’a présent, elles ne nous ont pas fourni de filtrats dont 
activité égalat celle du filtrat de la souche A. 

L’étude de la sonche A conduit & la méme conclusion, & 
savoir qu’au sein d'une culture apparaissent bienlot des indi- 
vidus microbiens dont les propriétés ne sont pas absolument 
identiques. Une culture de A sur gélose subil, & onze jours 
d'intervalle, deux repiquages en bouillon; aprés six jours 
d’étuve, cetle derniére culture est soumise & l'isolement, on 
recueille quatre colonies, d'ailleurs tout a fait parcilles, aux 
dépens desquelles on répéte l'isolement. On obtient ainsi fina- 
Jement quatre souches filles, lesquelles, cuttivées en bouillon, 
donnent des filtrats qui tous sont actifs vis-a-vis de la souche R 
mais le sont 4 des degrés quelque peu différents; ces différences 
sont assez stables. De plus, on trouve que ces diverses cultures 
fiiles de A peuvent présenler un certain degré dagressivilé 
Yune pour l'autre (1). A vrai dire,-il s’agit de lyses partielles 
mais qui cependant s’accentuent manifeslement gidce a des 
passages successifs. 

En résumé, les descendants de nos deux souches primitives 
A et R gardent, dans une mesure bien appréciable, trace de 
leurs qualités ancestrales, tout en altestant une tendance évi- 
dente a la variabilité. Les descendants de R sont réceptifs mais 
le sont inégalemen!, les descendants de A sont agressifs sans 
létre au méme degré. En outve, au sein de chaque descendance, 
¢est-a-dire entre les germes qui sont le plus étroitement appa- 
rentés, des anlagonismes s’exprimant par le pouvoir lysogéne 
ont clairement apparu. Mais les divers staphylocoques obtenus 
gardent a travers les repiquages successifs, tout au moins s’ils 
sont entretenus sur gélose, les caractéres distinctifs qu'on leur 
reconnaissait au début; la variabilité se trahit plus clairement 
dans les cultures en bouillon. 


R Ra est également, comme il vient d'étre dit, la plus sensible au principe A, 
et il est curieux de constater la coexistence de ces deux propriétés appa- 
remment contraires, agressivité et réceptivité, quoique, au surplus, on ne 
soit pas forcé d’admettre une incompatibilité absolue entre la qualité d'étre 
réceptive a l’égard du principe provenant d'une souche déterminée et l'apti- 
tude a lyser une autre culture. 

(1) Inutile de faire remarquer que ces résultats relatifs & la souche A con- 
cordent entitrement avec ceux que nous avons rappelés plus haut concer- 
nant l’espéce L, ot les divers individus microbiens peuvent se disltinguer par 
Vinégalité de leur pouvoir lytique vis-a-vis du b. Shiga, ou bien encore par le 
fait que certains d’entre eux peuvent lyser d'autres germes de méme espéce. 
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Rove pu cancrum. — Le principe que la souche A a fourni en 
réagissant sur la souche R, introduit en bouillon caleifié qu'on 
ensemence dela souche R, provoque la lyse et corrélativement 
se régénére fort activement. Par contre, dans une telle expé- 
rience, Ja lyse et la régénération font défaut si le bouillon, au 
lieu d’avoir recu du chlorure calcique, a été oxalatéa 1 p. 1.000. 
Mais, chose remarquable, si on cultive en bouillon oxalaté la 
souche A elle-méme, on trouve qu’en dépit de labsence de 
calcium cette souche produit agent capable de déclencher 
ensuite, en milieu calcifié, la lyse de la souche R. Les phéno- 
ménes sont en somme fort semblables & ceux que nous avons 
signalés plus haut concernant le microbe L. Il semble dans ces 
conditions que Ja production initiale de l’agent lytique par la 
souche A exige moins de calcium que la régénération, corréla- 
tive de la lyse, du principe par la souche R, et dés lors on peut 
se demander si le principe se trouve exactement dans le méme 
état & ces deux moments différents, en d'autres termes, si le 
principe originellement sécrété par la souche A (laquelle est, si 
lon peut dire, « déclenchatrice ») ne se distingue aucunement 
du principe secondairement reproduit par la souche lysable R 
(laquelle est « déclenchée »). C’est un point assurément délicat 
a trancher. Il nous a paru que les propriétés du principe, tel 
qwil est élaboré par A, d’une part, tel qu'il est régénéré par R 
d’autre part, ne sont pas toutia fait identiques. Notamment, le 
principe sécrété par A semble beaucoup moins résistant a la 
conservation; de plus, il se comporte comme s’il ne possédait 
qu’a un degré beaucoup plus faible la qualité antigénique. Nous 
n’avons pas réussi & obtenir chez le lapin un sérum antilytique 
par injection de filtrat de lasouche A, tandis que l’injection du 
principe produit par R, lysée sous l’action des sécrétions de A, 
procure facilement un sérum neutralisant. Nous ne saurions 
nous prononcer nettement; des recherches plus complétes 
seraient nécessaires. 

En résumé, l'étude de fa lymphe vaccinale et des staphylo- 
coques qu’elle conlient nous parait démontrer clairement que 
le principe est d’origine bactérienne (4) et qu’il se comporte 


(1) Le principe est-il autochtone chez le staphylocoque, ou bien celui-ci 
a-t-il conserve limpression qu'une autre espéce, fonctionnant comme induc- 
trice, lui a communiquée? Nous nous sommes posé la méme question plus 
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comme étant 4 la fois ’indice et l'instrument des interréac- 
tions entre les individus microbiens que la tendance & la varia- 
lion a investis de qualilés -sensiblement différentes. Si l’on 
adoptait la théorie du virus, on devrait accepter que celui-ci 
est susceptible, pour ce qui concerne |'énergie de son pouvoir 
nocif, d’affecter des modalités multiples et diverses, et qu’en 
dépit de la possibilité d’accroissement de la virulence, un état 
d’équilibre symbiotique entre le parasite et son hdte parvient 
toujours a s’établir et & se perpétuer, en sorte que l’on peut 
réguligrement observer des races qui, tout en restant indemnes, 
véhiculent un virus dangereux pour d’autres variétés. Peut- 
étre alléguera-t-on quw’un tel état de choses se rencontre chez 
les animaux; il est avéré,en effet, que des organismes infectés, 
dénommeés porteurs de germes, peuvent rester bien portants. 
Mais il s’agit alors d’étres supérieurs qui, étant composés de 
tissus variés el d’une infinité de cellules, peuvent étre atteints 
d’un parasitisme trop strictement localisé pour leur élre préju- 
diciable. Des étres monocellulaires, telles les bactéries, pour- 
raient-ils se comporter semblablement? Il serail téméraire de 
liadmettre. 

Le fait que la lymphe vaccinale est un exsudat ‘riche en 
cellules et sans doute en substances capables d’agir sur les 
microbes, doit-il retenir l’altention lorsqu’on songe au détermi- 
nisme de ces variations microbiennes qui font surgir des races 
susceptibles de réagir les unes sur les autres? Que l’interven- 
tion des sucs organigques soit réellement obligatoire, ce ne 
semble guére probable, puisque des bactéries provenant du sol 
ou de l’eau, lel le microbe L, permettent des constatations tout 
a fait superposables & celles dont il a été question ci-dessus & 
propos du staphylocogue extrait de la vaccine. Mais, confor- 
mément 3 une interprétation déja émise plus haut, il est pos- 
sible que les influences modificatrices ou sélectives exercées 
par des agents tels que les phagocytes favorisent la tendance 
des microbes & la variation et conséquemment apparition de 
types doués, & un degré inusilé, soit du pouvoir agressif, soit 
de la qualité réceptive. Il est évidemment difficile d’apporter, 


haut, & propos du microbe L, sans pouvoir, bien entendu, y répondre. En 
somme, si la seconde hypothése était la vraie, le résultat resterait le méme, 
sauf qu’il:serait déplacé. 
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& ce propos, des preuves irréfragables. Au surplus, cetle ques- 
lion n’offre plus un intérét aussi fondamental depuis que, par 
d'autres voies, lorigine bactérienne des principes et leur signi- 
fication biologique semblent clairement savérer. 


Nous laissons au lecteur le soin de conclure et de choisir 
entre les deux théories. Remarquons cependant que parfois 
certains adeptes de la théorie du virus semblent considérer 
quon ne saurait exiger d’eux la démonstration absolument 
péremptoire de la réalité du virus. Mais ils pensent que la 
théorie de l’autolyse, pour meériter de retenir l’attention, 
devrait prouver irréfutablement Vinexistence de ce mystérieux 
parasite. On a parfois émis Vidée que Vhypothése du virus 
gardera sa force jusqu’au jour ot l’on aura indiscutablement 
constaté l’apparition du pouvoir lytique chez une bactérie tota- 
Jement exempte antérieurement de cetle propriété, et qu il 
incombe a la théorie de l’autolyse de fournir une telle démons- 
tration. Mais on ne saurait répondre pleinement 4 semblable 
desideratum, car il est généralement reconnu, el & trés juste 
titre, que si l’on réussit parfois & exalter une qualité préexis- 
tante, il n'est pas possible de créer de toutes piéces un carac- 
tere et de doter ainsi l’étre vivant d’une propriété fonciérement 
nouvelle. D'ailleurs, méme si l’on parvenait a rendre manifeste 
une qualité lytique que rien ne décelait auparavant (ainsi qu'il 
résulte de diverses expériences citées plus haut et relatives 
aux réaclions entre races de microbe L ou de staphylocoque) 
les défenseurs de la théorie du virus pourraient toujours 
objecter qu’en réalité on a opéré sur un microbe porleur d’un 
parasile occulle mais qui s’est finalement démasqué, ou bien 
dont la virulence, trop faible 4 l’origine pour élre perceplible, 
a pu s’accroitre au cours de l’expérience. Sous prétexte qu’elle 
est la premiére en date et quelle a des droils acquis, consi- 
dérer comme vraie la théorie du virus, si précaire que soit sa 
justification expérimentale, aussi longtemps qu’on n’aura pas 
trouvé contre elle les éléments d'un irrécusable verdict, c’est 
vraiment faire preuve & son égard de quelque partialité. En 
réalité, la question est de savoir laquelle des deux hypothéses, 
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celle du virus ou celle de l’autolyse, se concilie le mieux avec 
l'ensemble des constatations. A notre avis, la théorie du virus 
se heurle a des difficultés de plus en plus considérables au fur 
et @ mesure que l’investigation se documente; elle a été émise 
trés tot, peut-étre méme un peu trop tot; sans doute ses par- 
lisans émettront-ils la méme réflexion concernant la théorie de 
Vautolyse; le lecteur appréciera. Mais, en attendant que l'une 
ou l'autre des deux théories en présence subisse finalement, et 
sans que cette fois aucune adaptation soit possible, lirrévo- 
cable lyse, lessentiel est d’amonceler sans relache les données 
expérimentales, puisqu elles finissent d’habitude par se coor- 
donner en se multipliant, et que souvent leur éloquence est 
fonction de leur nombre. 


SUR LA PURIFICATION DE LA TOXINE DIPHTERIQUE 
AU MOYEN DES PRECIPITES DE PHOSPHATES 
DE CHAUX 


par G. ABT. 


(Travail du laboratoire du Dt L. Marry. ) 


Das leur second mémoire sur la toxine diphtérique, en 1889, 
Roux et Yersin (1) avaient décrit, avec une précision parfaite, 
une propriété intéressante de cette toxine : elle est entrainée 
dans les précipités de phosphates de chaux que l'on produit au 
sein de ses solutions. 

Cette propriété, qui permet de purifier la toxine en séparant 
les substances azotées toxiques des autres protéines du milieu, 
semble avoir été oubliée. J’ai pensé que l'on pourrait perfec- 
tionner les procédés de Roux et Yersin et dépasser leurs résul- 
tats en introduisant dans la méthode trois techniques nou- 
velles : 

le Dissoudre les précipités de phosphates de chaux & l'aide 
des citrates alcalins, afin d’obtenir des solutions de toxine 
purifiée aussi maniables que la toxine brute ; 

2° Titrer les solutions de toxine purifiée, comparativement 
avec Ja toxine brute, par la méthode de floculation de Ramon, 
de maniére & pouvoir suivre exactement & chaque stade de la 
préparation le sort de la toxine ; 

3° Compléter par la dialyse la dissociation des substances 
toxiques ef des protéines é!rangéres, opération qui élimine en 
méme temps une grande partie des sels apportés par les réactifs. 

L’expression la plus simple et la plus claire du degré de puri- 
fication d’une toxine est donnée par le calcul des unités toxiques 
par milligramme de protéines. 


Ces termes demandent quelques explications. Lorsqu’on titre une toxine, 
brute ou purifiée, par la méthode de floculation, on cherche quel est le 


(1) Ces Annales, 3, 1889, p. 284. 
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volume d'un sérum antidiphtérique de titre connu qui fait floculer le plus 
rapidement une quantité déterminée de toxine. Ce volume de sérum contient, 
dapres le titrage préalable in vivo, n unités antitoxiques (unités Ehrlich, 
devenues unité= internationales). La quantité de toxine qu'il neutralise au 
point optimum de floculation contiendra n unités toxiques, que je proposerai 
dappeler des unités (/) (1). Le chiffre n, divisé par le nombre de centimetres 
cubes de toxine employés, donne le nombre d’unités toxiques (/) par centi- 
métre cube. Ajoutons que les solutions de toxine purifiée au moyen des pré- 
cipités de phosphates de chaux floculent absolument comme les toxines 
brutes, mais plus lentement. Le retard semble di a la présence des sels 
provenantides réactifs. Aprés une bonne dialyse, la floculation demandera 
deux ou trois heures, a 45°, avec un sérum qui fait floculer la toxine brute 
enune heure a une heure et demie. On peut aussi obtenir la floculation 
sans dialyse préalable, en quatre ou cing heures; mais il faut alors diluer, 
dans la proportion de 6 cent. cubes d’eau distillée pour 4 cent. cubes de 
toxine. 

Jai caleulé la concentration en protéines, par centimétre cube, des toxines 
diphtériques, brutes ou purifiées, d’aprés le dosage de lazole parla méthode 
de Kjeldahl. Pour passer du chiffre. de l’azote A celui des protéines, j’al 
employé arbitrairement le facteur 5, 8. qui correspond 4 une teneur en azote 
de 17, 24 p. 100: On se représente mieux la réalité des phénoménes en rap- 
portant les unités loxiques au chiffre des protéines qu’A celui de l’azote. 

Les quantités mises en ceuvre dans les dosages étant trés petites, il est 
nécessaire de titrer avec une solution d’acide sulfurique cenlieme normale 
Vammoniaque distillée. Dans ces conditions, on ne saisit pas exactement le 
point du virage acide. Pour tourner la difficullé, j'ai eu soin de dépasser 
légérement ce point, puis @introduire une correction par le procédé suivant : 
On préleve 5 cent. cubes du distillat, que l'on introduit dans un petit tube 
de 13 4 14 millimétres de diamétre, en verre neutre, et lon ajoute 0c. ¢. 2 
d'une solution a 0,04 p. 100 de bleu de bromothymol dans l’alcool a 50°. Puis 
on fait couler dans le liquide de la soude 7/100, dune pipette divisée en cen- 
tiémes de centimétre cube. Le virage est trés net au centiéme de centimetre 
cube. On calcule la quantité de soude correspondant au volume total du 
distillat, et lon déduit le chiffre obtenu du nombre de centimétres cubes 
d@acide n/100 employé. Le résultat n’est pas rigoureusement exact; une 
petite erreur s‘introduit dans extension & un grand volume d’une mesure 
faite sur 5 cent. cubes, mais ce procédé a l’avantage d’éviter les tatonne- 
ments et les hésitations, tout en élant plus juste que le titrage direct. 


De nombreuses expériences ont conduit a régler la prépara- 
tion de la toxine purifiée de la maniére suivante. Supposons 
que |’on opére sur 40 cent. cubes de toxine brute, chiffre auquel 


(1) On sail que lunité mesurée par la méthode de floculation ne coincide 
pas exactement avec l’unité déterminée par le tilrage im vivo, A cause du 
role différent des. toxoides dans la neutralisation (Glenny et Wallace, 
Schmidt et Scholz). Il convient done de spécifier sur laquelle des deux unités 
on raisonne; Glenny caractérise les toxines par la dose L/, quantité exac- 
tement neutralisée par l’'unité antitoxique; cette dose est une fraction de 
centimélre cube. Il me semble plus commode et plus simple de noter pour 
les toxines le nombre d’unités toxiques par centimetre cube, exactement 
comme on note le nombre d’unités antitoxiques pour les sérums, 
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je rapporterai, pour plus de clarté, toutes les doses indiquées 
dans ce m‘moire. On place la toxine dans un (tube a centri- 
fuger stérile (1), et l’on ajoute, goulte & goutte, 0 c. c. 50 de 
solution de chlorure de calcium a une molécule par litre. Apres 
dix minutes de repos, on agite, laisse reposer cing minutes et 
centrifuge. Ce premier précipité de phosphates de chaux « st 
abandonné. Au liquide décanté, on ajoute 1 cent. cube de solu- 
tion de phosphate monopotassique & une molécule par litre, 
puis, goutte & goutte et lentement, 1 c. c. 5 de la solution de 
chlorure de calcium et 2 cent. cubes de solution normale de 
soude. On laisse reposer dix minutes, agite vivement une seule 
fois, et centrifuge aprés cing minutes de repos. On décante soi- 
gneusement tout le liquide surmontant le précipité et l’on remet 
ce précipité, pour le laver, en suspension dans 12 & 15 cent. 
cubes d’eau distillée stérile. Aprés centrifugation et décantation 
du liquide de lavage, on redissout le précipité. On commence 
par le délayer, en s’aidant d’une baguette de verre, dans 0c. ¢. 5 
de solution de citrate de soude & 20 p. 100; puis on ajoute 10 & 
15 cent. cubes d’eau distillée stérile, quelques goultes d'un 
indicateur approprié, le rouge de méthyle, et de l’acide citrique 
en solution a 5 p. 100 jusqu’a ce que la teinte jaune de lindi- 
cateur commence a virer vers le rose (pH 5,8 environ); il faut 
en général de 141 c¢. c. 5 d’acide citrique. On laisse digérer un 
moment, puis introduit 7 c. c. 5 de la solution de citrate de 
soude. Si le liquide n’est pas devenu limpide au bout d'un 
quart d’heure, on peut encore ajouter de l’acide citrique, 1 cent. 
cube et méme davantage, sans que le rouge de méihyle com- 
mence 4 virer. Il arrive que la dissolution ne soit pas complete ; 
il faut alors augmenter, par fractions de 1 cent. cube par 
exemple, le citrate de soude. Une fois que le liquide est partai- 
tement clair, on précipite le calcium par addition du volume 
d'une solution d’oxalate de soude qui correspond exactement a 
la quantité de calcium employée pour la précipitation; puis on 
laisse reposer jusqu’au lendemain. On centrifuge alors, décante 
le liquide surmontant le précipité et le dialyse contre leau 


(1) On peut réussir la préparation sans opérer aseptiquement. Ayant eu 
quelques échecs, difficiles 4 expliquer autrement que par des contaminations, 
jai pris lhabitude de stériliser toute la verrerie, et de faire passer au 
préalable a l’autoclave tous les réactifs, sauf la solution litrée de sonde. 


SUB LA PURIFICATION DE LA TOXINE DIPHTERIGUE 1359 


distillée, d’abord pendant deux heures contre un volume d'eau 
égal a huit fois celui de la toxine primitive, puis pendant 
six heures contre le méme volume d'eau renouvelée. Enlin, 
on raméne la toxine purifiée au titre de 10 unités toxiques (/) 
par centimétre cube; pour cela, on la titre par floculation, on 
concenire dans Je vide, ajuste le pH & 7,2-7, 4 et complete au 
volume convenable, calculé d’aprés le litrage. Si la toxine doit 
étre soit inoculée, soit conservée, on filtre sur bougie Cham- 
berland. 

Exposons maintenant point par point les faits qui justifient 
tous les détails de cette technique. 


COMPOSITION DES PRECIPITES PHOSPHATIQUES. 


La composition des précipilés de phosphates de chaux ne 
parait pas avoir une grande influence sur l’absorption de la 
toxine diphtérique; ou du moins celte influence n'est pas telle 
qu'elle ne puisse étre masquée, dans Jes essais comparatifs, par 
d'autres facteurs prépondérants. 

Pour avoir des bases précises de comparaison, j’ai produit 
dans la toxine brute des précipités soit de phosphate dicalcique, 
soit de phosphate tricalcique, selon les formules : 


Phosphate dicalcique : PO‘KH? + CaCl? + NaOH = PO'CaH 
+ KCl + NaCl + HQ. 
Phosphate tricalcique : 2PO*KH? + 3CaCl? + 4NaOH = (PO4)?Ca$ 
+ 2KC]+ 4NaCl + 41H?0. 


Il faut, par molécule de phosphate monopolassique, dans le 
premier cas une molécule de chlorure de calcium et une de 
soude; dans le second cas une molécule et demie de chlorure 
de calcium et deux de soude. La ltoxine préparée au service de 
Sérothérapie de l'Institut Pasteur, sur bouillon Martin, con- 
tient en moyenne 4 gr. 2 de PO‘ par litre, qui, d'aprés le pH, 
doit étre & l’élat de phosphate disodique pour la majeure pai tie 
et de phosphate trisodique pour une faible fraction. On peut 
calculer que les phosphates contenus dans 40 cent. cubes de 
toxine correspondent a peu prés a0 c. c. 50 d’une solution de 
phosphate disodique & 4 mol. par litre. C'est le chiffre dont j'ai 
tenu compte pour calculer tous les volumes de chlorure de cal- 
cium et de soude A ajouler; il élait additionné avec les volumes 
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de phosphate monopotassique effectivement introduils dans la 
toxine. 

Que l'on fasse un précipité de phosphate dicalcique, ou de 
phosphate tricaleique, pour la méme quantité totale de PO*, le 
rendement en toxine absorbée parait ¢tre de méme ordre : en 
eénéral 75 & 80 p. 100 sans dialyse, 55 & 65 p. 100 aprés dia- 
lyse (1). ‘Fantét les rendements sont supérieurs avee le phos- 
phate tricalcique (expérience 42 : 62,5 p. 100 contre 50 p. 100; 
expérience 36 : 85,3 p. 100 contre 60,4 p. 100). Tantot ils sont 
égaux (expérience 40). Tant6ét enfin ils sont supérieurs pour 
le phosphate dicalcique (expérience 19 : 80 p. 100 contre 
60 p. 100; expérience 20: 61 p. 100 contre 55 p. 100). Mais le 
phosphate dicalcique entraine le plus souvent un peu plus de 
protéines, de sorte qu’en fin de compte le nombre d’unités 
toxiques par milligramme de protéines est moins élevé. Voici 
quelques exemples : expérience 19 : triphosphate 0 gr. 360 
par centimétre cube; diphosphate 0 gr. 395; expérience 18 : 
’ triphosphate 0 gr. 395; diphosphate 0 gr. 480; expérience 42 : 
triphosphate 0 gr. 260; diphosphate 0 gr. 265. Il y a de rares 
exceptions (expérience 20 : triphosphate 0 gr. 565; diphos- 
phate 0,475). En général, un chiffre plus fort de protéines cor- 
respond a un rendement plus élevé en toxine; mais dans le 
calcul des unités toxiques par milligramme de protéines les 
deux valeurs sont représentées, et Pavantage est en général en 
faveur du phosphate tricalcique : 


PHOSPHATE PHOSPHATE 
tricalcique dicalcique 


lspquyoeenlere Wi) Saag tg «faassen eve 14,0 12,0 
— 2S a eI EN iy 9 SOUS cars ome BO 10,5 Aaa 
Oa eh me aL iin 5S aad ENeeLORG 9,3 
= ANE Piety evar ehs Lak MELE REET hee es 14,6 14,4 
a LO Oe Oe CRE OY Od OO eee ee re 22,1 17,4 


(4) Les chiffres donnés au cours de cet exposé, pour le rendement en 
toxine récupérée, pour la concentration en protéines et pour les unités 
toxiques par milligramme de protéines varieront dans de larges limites. Hs 
ne sont pas lous comparables entre eux ; dans certaines expériences, les 
titrages et analyses ont été fails sans dialyse préalable ; d’autre part ona 
tantot opéré sur la précipitation totale, tantot rejeté un premier précipité, 
correspondant au phosphate contenu dans la toxine brute. Pour les résul- 
tats définilifs, au point de vue de la purification de la toxine, il ne faut 
considérer que l’application complete de la méthode; mais, pour la diseus- 
sion des diverses opérations, toute série dexpériences faites dans des 
conditions rigoureusement Semblables asa valeur, et a pu ¢tre ulilisée. 
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Le phosphate tricalcique a, en outre, l’avantage d’étre un 
peu plus facile & 1edissoudre. Je l’ai done adopté en principe 
pour le précipité dans lequel on recueille la toxine entrainée; 
au contraire, comme on le verra plus loin, le phosphate dical- 
cique est préférable pour le premier précipilé, qu’on rejette, et 
dans lequel on doit chercher a entrainer moins de toxine et plus 
de protéine. Il résulte néanmoins des chiffres cités que, pour 
déterminer rigoureusement quelle est Vinfluence de la compo- 
sition du précipité, il faudrait étre certain d’éliminer d’autres 
facteurs de variation, dont il sera question plus loin. 

Un fait curieux, aussi net que constant, est l'amélioration du 
rendement en toxine entrainée, lorsqu’on fait la précipitation 
avec un excés de chlorure de calcium : parexemple, au lieu de 
4,5 molécule de Ca pour 1 molécule de PO‘, 2.43 molécules de 
Ca. Dans un groupe de 6 expériences, j’ai pu obtenir ainsi des 
rendements en toxine de 80, 82, 88,88,7, 89 et 93 p. 100; taux 
supérieurs en moyenne de 10 p. 100 aux plus élevés que donne 
le phosphate tricalcique (sans qu il y ait d’ailleurs de propor- 
tionnalité entre la quantilé de calcium en exces et laccroisse- 
ment du rendement). En opérant sur la méme toxine, en méme 
temps et toutes autres conditions identiqnes, j’ai eu les résul- 
tats suivants : 


RENDEMENTS 


p- 100 
Expérience 14 (sans dialyse) : 
Ow Phos pales uicalcigiiesewce see -iweetwe) ane eareute 80,0 
PiebacCeer der Come telemnNO le GUL. teers) isp aisles sa) 93,3 
Expérience 15 (avec dialyse) : 
@uPhosphate trical cirques) Sesh en ais 46,5 
b) Excés detCags 1S smolecule: 9.) (7-52) i leeersl- & 58,0 
Expérience 19 (avec dialyse) : 
@) Phosphate ticalicique ag.) -yless 0: bepav ln eee 60,0 
Dy) IB: CS (ERY 2 UO amOlXCWIG BF cls be Bae 6 80,0 


Mais la quantité de protéines étrangéres entrainée augmente 
encore plus que celle de toxine; le nombre d'unilés toxiques 
par milligramme de proltéines diminue donc, bien que la toxine 
obtenue soit plus forte. 


1342 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


PROTEINES UNITES TOXIQUES 


en millig?. par milligr. 
par cent. cube de protéines 
Expérience 14 : 
CSE EO, UE EAE eee one he «Pte! Ooo come 4,020 7,0 
Dis tcp dees CREE c {420 5,8 
Expérience 15 
Pee A. oc once Diet 0,430 44,2 
Db: G3y2 SRR weeelb ss ees OST 0,682 8,6 
Expérience 19 
(Ce Gee 5G, *3 See Aeon ce Sho! stil 44,0 
OS SI AEE eee iret ree eet cst feo kee oh om 0,427 iL oil 


L’addition d'un excés de chlorure de calcium n’est donc pas 
avantageuse pour la purification de la toxine; j’y ai renoncé 
par la suite. 

L’influence d’aleali, en exces sur la quantité nécessaire pour 
produire le phosphate tricalcique, est minime et pratiquement 
négligeable. 


MANIERE DE PRODUIRE LE PRECIPITE DE PHOSPHATES. 


La facon dont le précipité prend naissance et se propage & 
travers la masse liquide a une importance capitale. L’adsorp- 
tion de la toxine est un phénoméne trés subtil, que je n’ai pas. 
réussi jusqu’a présent & contréler avec une maitrise parfaite. 
De la des différences, de l’ordre de 20 & 25 p. 100, entre des 
préparations dont tous les facteurs sont identiques en appa- 
rence. Les seules indications sur les causes de ces variations 
qui se soient dégagées des expériences sont les suivantes : 

1° La quantité de toxine adsorbée est plus faible, en méme 
temps que la dissolution du précipité plus facile, si l'on ajoute 
la soude avant le chlorure de calcium, que si !’on suit l’ordre 
inverse; dans deux opérations paralléles, sur la méme loxine, 
le rendement était par exemple de 41,1 p. 100 dans le premier 
cas et de 60 p. 100 dans le second, ou de 56 p. 100 d’un coté et 
de 65,7 p. 100 de l'autre. L’adsorption des protéines étrangeres 
suit laméme régle. . 

2° Le précipité doit étre produit trés lentement. En versant 
rapidement le chlorure de calcium, puis la soude, dans la 


ee 
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toxine additionnée de phosphate monopotassique, et en agitant 
immédiatement le mélange, j’ai obtenu un rendement de 
35.2 p. 100, alors que, en laissant tomber les deux réactifs 
goutle a goutte et lentement, j’atleignais un rendement de 
60 p. 100. Peut-étre parviendrait-on a éliminer les différences 
constatées parfois entre les tubes d’une méme série si l’on 
réglait au moyen d’un dispositif mécanique la vitesse et le 
mode d’écoulement du chlorure de calcium et de la soude dans 
Ja loxine. 

Au bout de combien de temps convient-il de rassembler par 
centrifugation le précipité? Faut-il le laisser s'agglomérer peu 
a peu spontanément, ou chercher a renouveler le contact avec la 
toxine restée en solution, par une ou plusieurs agitations avec 
une baguetie de verre? J'ai centrifugé au boul de quinze 
minutes ou au bout d’une heure, soit en laissant au repos 
complet dans Vintervalle, soit en agitant une fois apres dix 
minules dans ie premier cas, trois fois aprés dix, vingt et qua- 
rante minutes dans le second cas. Un seul fait a été parfaite- 
ment net: lorsqu’on laisse au repos, une partie du précipité 
se dépose sur les parois du verre el y reste apres la centrifu- 
gation. Le précipité est aussi plus difficile & redissoudre. Quant 
a Vordre dans lequel se rangent les quatre modes opératoires, 
soit pour le rendement en toxine adsorbée, soit pour le nombre 
d’unités toxiques par milligramme de protéine, il a changé 
d’une série d'essais & une autre, et il n’étail pas le méme selon 
que l'on envisage l’activité ou la pureté de la toxine récupérée, 
En centrifugeant, par commodité, au bout d'un quart d’heure, il 
m’a paru avantageuxd’agiter une fois, dix minules apres l’addi- 
tion des réactifs, pour répartir & nouveau fe précipité dans le 
liquide; c’est le procédé que j’ai adopté. 


PRECIPITATION FRACTIONNEE. 


Le filtrat d'une culture de bacilles diphtériques contient des 
substances protéiques dont les propriétés physiques, a 1 égard 
notamment de l’adsorption par les précipités de phosphates et 
de la dialyse, sont tras voisines de celles de la toxine. Il y a 
une zone de précipitation, dans laquelle la proportion de pro- 
igines étrangéres par rapport & Ja toxine est minima, Pour 
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délimiter cette zone, il fallait procéder par précipitations suc- 
cessives, avec des doses faibles de réactifs, et étudier chaque 
précipité séparément. 

J’ai produit, dans la méme prise d’essai de toxine, quatre pré- 
cipités successifs correspondant chacun a 0c. c. 50 de solution 
de phosphate monopotassique mol./1 (pour le premier ide ces 
précipités, cette quantité de phosphate est fournie par la toxine 
brute, sans addition supplémentaire). Voici, pour trois expé- 
riences [I, IL, III (1)], les résultats obtenus pour le rendement 
en toxine, la concentration en protéines par centimétre cube, 
et le nombre d’unités toxiques par milligramme de protéines : 


{re FRACTION 2° FRACILON 


Ii 


Toxine entrainée (en p. 100 

de la toxine originale). . . 5 | 16,48 
Protéines en milligrammes par 

centinretnée cube. . . ~ = .| 0,948 | 4,989 
Unités toxiques par milli- 


gramme de protéines . . .| 3,5 Pye) 


3° FRACTION 


Toxine entrainée (en p. 100 
de da toxine originale). . .|/46,' 2 s 9,8 16,3 10,2 
Protéines en milligrammes par s 
centimétre cube. ..... oe 1,348 0,573 1,165] 41,456 
Unités toxiques par milli- are Ty 
gramme de proléines ... 5 5,5 6,4 3,9 3.8 


Il est évident que la plus grande partie de la toxine est 
entrainée dans le deuxiéme et le troisitme précipité. C’est, de 
plus, dans ces précipités qu’elle est le mieux purifiée. En aban- 
donnant le premier et le quatritme, on perd une quantité 
appréciable de toxine; mais comme l’addition de ces précipilés 


(1) Les experiences II et If ont été faites avec la méme toxine, qui était 
parliculi¢rement pauvre en unités toxiques (f) et riche en protéines ; le pré- 
cipité produil était du phosphate tricalcique dans l'expérience I et du phos- 
phate dicalcique dans l’expérience III. 
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apporterait une fraction de toxine moins riche en unités 
toxiques par milligramme de protéines, elle conduirait A une 
préparation globale moins pure. J’ai donc adopté la technique 
suivante : Rejeter le premier précipité, obtenu avec le phos- 
‘phate contenu dans la toxine brute; entrainer ensuite le reste 
de la toxine dans le précipilé produit avec 4 cent. cube de solu- 
tion de phosphate monopotassique mol. /4, pour 40 cent. cubes 
de toxine originale. 

Pour chiffrer limportance de la perte quirésulte de abandon 
du premier précipité, j’al réuni les précipités provenant de 
4 prises de 40 cent. cubes de toxine, et calculé le rapport de la 
toxine récupérée dans ces 4 précipités & celui de la toxine 
totale; j'ai trouvé 16,4 p. 100. D’autre part, dans un essai ot 
les 4 précipités avaient donné, réunis, un rendement de 
60 p. 100, j'ai pu retirer de la toxine restant, par une précipita- 
tion massive, encore 17,8 p. 100 des unités toxiques (/) origi- 
nales; mais la quantité de protéines était alors trés élevée. 
Cette expérience montre néanmoins que Von pourrait, en 
négligeant le point de vue de la purification de la toxine, 
entrainer par des précipités de phosphate de chaux & peu prés 
la totalité des substances toxiques. 

On remarque que, dans certains cas, le rendement de la 
quatriéme fraction est encore assez élevé, et son nombre 
d’unités toxiques par milligramme de protéines assez voisin de 
celui de la troisi¢me fraction. J’ai fait un essai de nrécipitation 
en deux temps, suivant le principe adoplé, mais en employant 
comparativement pour le second temps 1 c. c. 2 au lieu de 
1 cent. cube de phosphate monopotassique (expérience 42). I 
s'est trouvé que le rendement en toxine n’a pas augmenlé 
62,5 p. 100. Mais la concentration en protéines est passée de 
0,260 a 0,485, ce qui a fait tomber les unités toxiques par 
milligramme de protéines de 22,1 4 14,9. Le chiltre de 1 cent. 
cube de solution phosphatique m’a done paru préiérable. 

Dans cette méthode de précipitation en deux temps, faut-il 
se servir de phosphate dicalcique ou de phosphate tricaleique? 
Les observations que j’ai rapportées dans la discussion géné- 
rale de cetle question se sont confirmées dans le cas particulier. 
Ayant néanmoins l'impression gue le phosphate dicalcique 
entrainerait un peu moins de toxine et un peu plus de pro- 
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téines, je crois indiqué de l’employer pour la premiére précipi- 
tation, en réservant au contraire le phosphate tricalcique pour 
ja deuxiéme. Ces choix sont en partie juslifiés par cerlaines 
expériences. Ainsi, dans l’expérience 59, quand |v premier 


précipité était du phosphate dicalcique, le second a donné’ 


60 p. 100 de rendement en toxine, 0,276 maldigrammes de pro- 
téines par centimétre cube et 21,7 unités toxiques par melli- 
gramme de protéines; quand le premier précipité était du 
phosphate tricalcique, les chiffres correspondants étaient 
55,5 p. 100, 0,293 et 18,8. L’avantage est moins manifeste 
dans l’expérience 52 : phosphate dicalcique : 65,5 p. 100; 
0,300; 22,5 unités. Phosphate tricalcique : 59,2 p. 100; 0,268, 
22,8 unités. Quant au choix du phosphate tricalcique pour la 
précipitation finale, le premier temps ayant été identique dans 
les deux cas, l'expérience 42 a donné le résultat suivant : phos- 
phate tricalcique : rendement en toxine 62,5 p. 100; protéines 
),260; unités toxiques par me/ligramme 22,1. Phosphate dical- 
cigue : 50 p. 100; 0,265; 17,4 unités. 

Enfin, pour confirmer la supériorité de la méthode de préci- 
pitation fraclionnée, je citerai les résullats comparatifs de 
Vexpérience 48, qui est celle dans laquelle la précipilation en 
une seule fois m’a donné le chiffre le plus élevé d'unilés 
toxiques par malligramme de protéines : 


UNITES TOXIQUES 


RENDEMENT PROTEINES par aiallige 

en toxine par cent. cube de protéiucs 
Précipitation en une fois 62,7 0,337 Aiea 
Précipitation en deux temps. . 54,3 0,207 22,8 


DissOLUTION DES PRECIPITES PHOSPHATIQUES. 


Le meilleur dissolvant des précipités de phosphates de chaux 
serait une solution de citrate d'ammonium. Ayant en vue l'in- 
jection sous-cutanée de la toxine purifiée, aprés transformation 
ea analoxine, j'ai jugé qu'il valait mieux renoncer & l'emploi 
dun sel ammoniacal. 

Ha solubililé dans le citrate de soude est bien moindre. I] 
faut employer une solution concentrée, A 20 p. 100; et le 
volume nécessaire serait encore excessif si l'on ne pouvait pas 
achever la dissolution du précipité par l'addition d’une petite 
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quantité d’acide phosphorique. On commence par bien délayer 
le précipité, & aide d'une baguette de verre, dans une tres 
pelite quantité, 0c. c. 5 environ, de solution de citrate. Puis 
on verse d’un seul coup 12 a 14 cent. cubes de la méme solu- 
tion. Le précipité se dissout ou se disperse, et le liquide prend 
un aspect laiteux. En présence d'un indicateur, de préférence 
le rouge de phénol, on ajoute goutte & goutte une solution 
mol/1 d’acide phosphorique, jusqu’a ce que le liquide devienne 
limpide, ou gue la teinte de Vindicateur montre que l'on 
approche de pH =7,0. Si l’on atteint cette réaction sans que le 
trouble ait disparu, on procéde par petites additions de citrate 
de soude et d’acide phosphorique alternativement. I! faut, en 
général, au total de 13 a 15 cent. cube de solution de citrate 
a 20 p. 10), el de 0,5 & 0,7 cent. cube de solution d'acide 
phosphorique mol/1. Les quantités varient un peu, méme pour 
les divers tubes d'une série traités jusqu’& ce point de la pré- 
paration dune fagon en apparence identique. Je ne puis 
attribuer ces irrégularilés qu’a la maniére dont a pris naissance 
le précipité. 

Par la suile, j'ai modifié cette technique, en vue de diminuer 
les quantités des réactifs introduits dans la toxine par celte 
opération. Apres avoir délayé le précipité dans 0c. c. 5 de 
cilrate de soude, on ajoute 10 a 15 cent. cubes d'eau distillée 
slérile, et 4 gouttes d’un indicateur dont le virage vers l’acidité 
débute au-dessous de pH 6,0, le rouge de méthyle. On laisse 
tomber ensuite, en agitant, quelques dixiémes de centimétre 
cube d'une solution a 5 p. 100 d’acide citrique, Jusqu’'au début 
«lu virage acide. Il faut, en moyenne, de 0,7 4 1,5 cent. cube 
de celte solution (plus la quantité nécessaire pour atteindre le 
virage est élevée, plus la dissolution devient facile par la 
suite). Puis on verse d'un coup 7,5 cent. cubes de la solution 
de citrate de soude. Parfois, le liquide s’éclaircit d’emblée. Le 
plus souvent, il faut encore ajouter, par petites fractions, 1 a 
2 cent. cubes de la solution d’acide citrique. Rarement une 
nouvelle addition de 4 cent. cube, ou méme 2 cent. cubes de 
citrate de soude est nécessaire. On emploie au total 7 4 9 cent. 
cubes de solution de cilrate de soude 4 20 p. 100, en moyenne 
8 cen!. cubes, et 2c. c. 5 & 3c. c. 5 de solution a 5 p. 100 
acide cilrique. En calculant en citrate de soude 4 20 p. 100 la 

88 
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totalité de lion citrique, on arrive & une somme de 8c. ¢. 6% 
10 cent. cubes au maximum. Il y a donc une économie sérieuse 
sur le premier procédé, 

De plus, cette technique parait conduire 4 de meilleurs ren- 
dements ou & une meilleure purification, sans doute parce que 
les résultats de la dialyse subséquente deviennent plus favora- 
bles. Dans l’expérience 51, on obtenait pour le procédé acide 
citrique-citrate: Rendement en toxine, 59 p.100; protéines par 
centimetre cube, 0,268; unités toxiques par milligramme de 
protéines, 22,8; et pour le procédé citrate-acide phosphorique : 
Rendement en toxine, 51 p. 100; protéines, 0,276; unités 
toxiques, 19. L’expérience 52 a été également a l’avantage du 
procédé acide citrique-citrate, mais cette fois c’est seulement 
sur la concentration en protéines qua portée la différence : 
0,288 contre 0,377. Le rendement en toxine était 66 p. 100 dans 
les deux cas; le calcul des unités toxiques par milligramme de 
protéines a donné 23,5 pour le procédé acide citrique-citrate et 
{7,9 pour l'autre. 

En restant en milieu alcalin ou neutre au rouge de méthyle, 
on ne risque pas de précipiter de la toxine diphtérique par la 
réaction acide (méthode de Glenny et Walpole, v. Groér, 
Watson et Wallace, Sdrodowski et Chalapina, Koulikoff et 
Smirnoff). 

Le citrate desoude raméne une réaction plus alcaline ; lorsque 
la dissolution est terminée, le pH est 6,6 & 6,8. Mais, aprés 
djalyse, on peut trés bien ajouter un peu de soude, et obtenir 
un pH de 7,2 87,4, et méme de 8,4, sans provoquer la préci- 
pitation des restes de phosphate de chaux. 

En substituant lacide chlorhydrique normal &l’acide citrique 
dans la premiére addition de cet acide, on a souvent un reste 
de précipité phosphatique qui résiste & la dissolution. Par 
contre, on peut remplacer l’acide citrique par l’acide chlorhy- 
drique pour terminer l’opération; toutefois, la quantité de sels 
qui persiste aprés la dialyse est un peu plus élevée. L’acide 
phosphorique dissout moins bien que l’acide citrique. 

La solubilisation des précipités de phosphates de chaux dans 
les citrates résulte d’un équilibre, qui ne s’établit avec le mini- 
mum de réactifs que dans des conditions déterminées et diffi- 
ciles & analyser. J’ai noté qu’elle était plus facile & atteindre 
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quand on ajoutait d'un coup une quantité de solution de citrate 
de soude voisine de celle qui sera finalement nécessaire, que 
< ’ 4 1 * at] : 
lorsqu’on procédait par fractions. D’autre part, la transforma- 
tion — en sels doubles probablement — n’est pas instantanée. 
Ul faut laisser digérer quinze 4 vingt minutes au moins entre 
addition de citrate de soude et celle d’acide citrique terminale. 
Dans ces conditions, le trouble disparait parfois avec une éton- 
nante facilité ; mais, si l'on manque l’opération, on peut étre 
amené a ajouter une quantité de citrate qui augmente de 


50 p. 100 le total. 


DIALYSE. 


Lorsqu’on parle de dialyse a propos de Ja toxine diphtérique, 
il est esseatiel de préciser de quelle membrane dialysante on 
se sert. Certaines membranes laissent passer presque intégra- 
lement la toxine, d’autres présentent a son égard une imper- 
méabilité presque complete. Les auteurs qui ont publié sur la 
dialyse de la toxine diphtérique des travaux fort intéressants 
(Glenny et Walpole) m’excuseront de ne pas aborder ici la dis- 
cussion de cette question. Jindiquerai les résultats que j’ai 
obtenus avec les membranes que j'ai employées, sachant parfai- 
tement qu’avec d’autres membranes ils auraient pu étre com- 
pletement différents. 

Apres quelques essais avec des sacs de collodion de compo- 
sition diverse, j’ai adopté la cellophane, qui se trouve dans le 
commerce, en France, sous trois épaisseurs. La plus mince m’a 
paru la meilleure, sans que les différences avec la moyenne et 
méme la plus épaisse soient considérables. On se procure des 
feuilles de 1 métre carré, et l'on y découpe des morceaux, que 
Von monte a la maniére da dialyseur de Graham. Pour la solution 
du précipité produit dans 40 cent. cubes de toxine brute, j'ai 
employé une surface dialysante de 41 cent. carrés, calculée 
d’aprés le diametre du manchon de verre. Par des tatonnements 
quil serait trop long de rapporter, jai fixé 4 320 cent. cubes la 
quantité d’eau distillée placée dans le vase exlérieur (8 fois le 
volume de la toxine originale). Les expériences qui suivent ont 
établi qu'il convenait de changer une fois ce liquide extérieur 
au bout de deux heures & deux heures et demie, et de donner a 
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Ja dialyse totale une durée de huit a neuf heures. Dans ces con- 
ditions, la solution de phosphate et citrate de sodium et de 
calcium est dialysée contre 16 fois le volume de la toxine ori- 
ginale, 

Si l'on détermine le ren lement en toxine, la concentration en 
protéines et le nombre d’unités toxiques par mi/digramme des 
protéines avant la dialyse, puis aprés huit heures, vingt-quatre 
heures, quarante-huit heures, soixante-douz» heures de dia- 
lyse ‘en changeant le liquide extérieur apres chacun de ces 
intervalles de temps), on suit exaclement la marche du phé- 
noméne. Il se régle sur le schéma suivant : pendant les huit 
premiéres heures, il passe 4 l’extérieur plus de protéines étran- 
géres que de toxine; entre huit heures et vingt-quatre heures, 
les deux groupes de substances traversent sensiblement dans 
Jes mémes proportions; au dela de vingt-quatre heures, la toxine 
continue & passer a peu pres avec la méme vitesse, tandis que la 
dialyse des protéines étrangéres se ralentit. Il semble donc 
«jue, parmi les protéines étrangéres entrainées avec la toxine 
dans le précipité de phosphate, une fraction importante soit a 
molécules plus petites que la toxine elle-méme, une fraction a 
molécules sensiblement de méme grosseur et une fraction a 
molécules plus grosses. Si cela est vrai, on ne congoit pas la 
possibilité de réaliser une purification tout & fait compléte de 
la toxine par le moyen de la dialyse. L’expérience 17 donne un 
bon exemple de ces faits : 


RENDEMENT PROTEINES UNITES TOXIQUES 
en toxine en milligr. par milligr. 
p- 100 par cent. cube de protéines 
LAME hter & i Geo ale Bite 70,0 0,985 6,6 
ADRES SMeULe sane) so clans 62,5 0,567 10% 
APLes 2sCUne St memes) oe ey UNO 0,440 10,8 


La perte de toxine dans les huit premiéres heures de dialyse 
a atteint 10 p. 100, et l’élimination des protéines étrangéres 
42,4 p 100: la toxine intérieure s’est donc notablement puri- 
fiée. Entre 8 heures et 23 heures, ona perdu 20 p. 100 de la 
toxine e! 22,4 p. 100 des protéines ; le nombre d’unités toxiques 
par milligramme de protéines n’a pas sensiblement varié. De 
méme dans l’expérience 48, la perte de toxine entre huit et 
wingt-quatre heures a été de 17,5 p. 100, et l’élimination des 
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protéines étrangéres de 19,0 p. 100; les unités toxiques par 
milligramme de protéines sont passées de 21,4 4 21,9. Ce gain 
insignifiant ne compense pas la diminution du rendement. 

Lorsqu’on prolonge la dialyse, aprés avoir changé l'eau, om 
perd entre vingt-quatre et quarante-huit heures envirom 
50 p. 100 de la toxine. La diminution des protéines est variable ; 
dans une expérience, le nombre d’unités toxiques par milli- 
gramme est passé de 4,4 4 6,2; dans une autre, il est tombé de 
11,286,75. En tout cas, le rendement en toxine devient trop 
faible pour rester intéressant, méme lorsqu’il y a un léger pro- 
grés dans la purification. Entre quarante-huit heures etsoixante- 
douze heures, la perte de toxine est de nouveau d’environ 
50 p. 100. Toutes ces observations justifient le choix d'une 
période de dialyse de huit heures. 

J'ai verifié quil n’y avait pas inlérét & changer eau exté- 
rieure deux fois pendant cette période, au lieu d'une seule fois. 
Dans l’expérience 17, citée plus haut, j’ai obtenu, en changeant 
deux fois, un rendement de 50 p. 100, 0,469 de protéines et 
10,1 uuités toxiques par milligramme de protéines : done dimi- 
nution du rendement, sans purification. 

Il vaut mieux changer leau extérieure au bout de deux 
heures qu’au bout de quatre heures; le rendement est en 
général ua peu plus élevé et la toxine plus pure: 


RENDEMENT PROTEINES UNITES TOXIQUES 
en toxine en milligr. par milligr. 
p- 100 par cent. cube de proléines 
Expérience 51 : 
Wralyse.2= oO Meurer lent 2 0, 268 22,8 
Dialyse4+4heures ...,. 42,3 0,203 21,5 
Expérience 55 : 
Dialyse 2+ 6 heures ..... 67,8 0, 284 21,4 
Dialyse 4+ 4 heures ..... 55,5 0,276 18,4 
Expérience o7 : 
Diralyser2——\6 heures) 4 = eae. 50,0 0,247 20,2 
Dialyse 4+ 4 heures ..... 45,0 0,305 14,9 


La dialyse entraine une dilution. Le rapport du volume de la 
loxine originale & celui de la toxine purifiée est de 1a Lf 15-1,30 
environ. La dilution s‘ajoutant aux pertes de toxine, le pouvoir 
floculant ou le pouvo'r toxique par centimetre cube sont nola- 
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blement inférienrs & ceux de la toxine originale; il est facile de 
les rétablir au taux de départ, par concentration dans le vide. 
Sile produit purifié doit étre inoculé, on peut ensuite, avant de 
l'amener au volume calculé pour obtenir le nombre original 
d’unités (/) par centimétre cube, ajouter la quantité de soude 
nécessaire pour produire un pH de 7,2 a 7,4. 

On pourrait étre tenté de recueillir, dans une opération con- 
duite asepliquement, la toxine qui est passée dans le liquide 
extérieur. Aprés concentration de ce liquide dans le vide, j’ai 
retrouvé, dans la fraction dialysée de la vingtiéme a la qua- 
rante-quatriéme heure, 15,8 p. 100 de la toxine originale. La 
concentration en protéines était de 0 milligr. 090 par centimétre 
cube; le calcul des unités toxiques par milligramme de protéines 
donnait le chiffre de 19,5. On obtient mieux avec la précipitation 
fractionnée suivie de dialyse, et la technique est beaucoup moins 
laborieuse. 


ELIMINATION DU CALCIUM. 


Lorsiju’on purifie par la méme méthode de lanatoxine (1), et 
qu'on injecte au cobaye, sous la peau, une quanlité de produit 
purifié correspondant & 1 cent. cube d’anatoxine originale, on 
constate fréquemment, au bout de quelques jours, au point 
dinoculation une petite induration du volume d'un grain de 
chénevis & celui d’un grain de millet. La peau semble se des- 
sécher peu & peu a ce niveau, puis il se forme, au milieu de tissu 
apparemment sain, un petit perluis qui donne issue & un peu 
de substance séche, crayeuse. Aprés injection de 5 cent. cubes, 
on observe un petit placard induré, ahsolument torpide, qui 
persiste indéfiniment. J’ai prélevé un de ces placards pour en 
faire analyse : il contenait 46,5 p. 100 de cendres, constituées 
en presque totalité par du phosphate tricaleique, avec un petit 
exces de calcium. Ces indurations proviennent done de ce que, 
sous la peau, le citrate de soude diffuse, en abandonnant sur 
place du phosphate de calcium. Pour prévenir cet inconyénient, 
il faut éliminer le calcium de la toxine purifiée. 

Divers essais m’ont convaincu que le seul réactif utilisable 


(1) Les observations, qui suivent ne peuvent étre faites que sur un produit 
dépourvu de toxicité, car elles exigent l’injection d’une quantité assez forte de 
ce produit. 
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pour la précipitation du calcium était oxalate de sodium, qui 
s’emploie commodément en solution demi-normale, c’est-a-dire 
a 41/4 molécule par litre. La totalité du calcium que l’on intro- 
duit dans la toxine brute sous la forme de chlorure se retrouve 
dans les précipités de phosphate tricalcique. On peut donc cal- 
culer, d’aprés le chlorure de calcium ajouté, le volume de solu- 
tion d’oxalate de sodium nécessaire pour éliminer le calcium 
de la dissolution de ces précipités. Si l'on a employé 1 ¢.c. 5 de 
CaCl mol/1 pour 40 cent. cubes de toxine brute, on aura a éli- 
miner 60 milligrammes de Ca, auxquels correspondent 6 cent. 
cubes de solution n/2 d’oxalate de sodium. Mais la précipitation 
du calcium & l’élat d’oxalate n’est pas totale & froid, dans ces 
conditions. Il y aurait inconvénient & augmenter la quantité 
d’oxalate, Pexcés ne pouvant élre éliminé que partiellement 
par la dialyse ultérieure. J’ai employé généralement 6 c.c. 25 
de solution d’oxalate el laissé le produit 4 Ja glaciére jusqu’au 
lendemain matin, avant de filtrerou plus souvent de centrifuger. 
L’addition d’scétate de sodium (0 gr. 500) n’a aucune influence 
sur la précipitation du calcium. 

On éliminera, par exemple, par la précipitation a l'état d’oxa- 
late 68 p. 100 du calcium, ce qui laissera subsister 0 mildgr. 48 
de Ca par cent. cube de toxine purifiée, ramenée au volume 
de la toxine originale. Aprés la dialyse, il restera encore 
0 milligr. 125 de Ca par cenlimétre cube (8,3 p. 100 du calcium 
comtenu dans le précipité). Ces chiffres sont parmi les plus 
faibles; le taux moyen du calcium, sous le volume initial, est 
plutdt de 0 miligr. 200 & 0 milligr. 250 par centimetre cube. Be 
pareilles quantités ne laissent généralement aucune trace au 
point d’inoculation, lorsqu’on injecte sous la peau du cobaye 
de 145 cent. cubes de produit purifié, 

Certaines expériences (n° 26, comparé aux n®* 13 et 17) 
avaient paru indiquer que la présence du calcium avait une 
influence sur le passage, & travers la membrane dialysante, de 
la toxine d’une part, et des protéines étrangéres de l'autre ; elle 
aurait favorisé l’élimination des protéines et entravé celle de la 
toxine. I] aurait donc été plus avantageux de précipiter seule- 
ment apres la dialyse le calcium restant. Ces faits n'ont été que 
parlielement confirmés par les expériences de vérification, 
comme le montre le tableau A. 
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TasLeau A. 


en toxine 
PROTEINES 
en milligy 
par cent. cube 
par millaigr. 
de protéines 
par cent. cube 


RENDEMENT 
UNIIES TOXIQUES 


Expérience 30: 


Précipitation avant dialyse . . 
Précipitation apres dialyse. . . 


Expérience 42 : 
Précipitation avant dialyse. .. . 
Précipitation apres dialyse. 
Expérience 55 : 
Précipilation avant dialyse. . . 
Précipitation aprés dialyse. . . 
Expérience 57 : 


Précipitalion avant dialyse. .. . 
Précipitation aprés dialyse. . 


On voit que si, le plus souvent, la dialyse placée avant i’éli- 
mination de la chaux entraine une augmentation du rende- 
ment en toxine, une diminution de la concentration en 
protéines, avec la purification qui en est la conséquence, et 
une diminution du taux du calcium, aucune de ces propriétés 


nest tout a fait constante. La méthode a, par contre, linconvé- © 


nient d’exiger aprés la dialyse un dosage du calcium restant, 
afin de déterminer le volume dela solution d’oxalate de sodium 
a’ employer. Ce calcium représente environ 60 p. 100 de celui 
que contenait le chlorure de calcium introduit (59,7; 57,3; 
66; 61), et 1 melligramme par centimetre cube en chiflre absolu. 
Aprés addition d’oxalate de sodium, il en reste en solution & 
peu prés autant que lorsqu’on précipite avant la dialyse. Par 
contre, on est conduit 4 conserver intégralement l’oxalate de 
sodium correspondant au calcium non précipité, tandis que 


dans le premier procédé la dialyse ultérieure peut en éliminer 
les trois quarts. 


Résturats. 


Pour comparer Ja toxine 'purifiée & la toxine originale, j’ai 
calculé dans le tableau B, pour 10 des toxines qui ont servi aux 
expériences, les unilés toxiques (f) par centimétre cube, les 
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protéines en mulligramme par centimetre cube, et les unilés 
toxiques par mz/ligramme de protéines. 


Tasteau B. — Toxines originales. 


oe I unites (f) PROTEINES UNITES TOXIQUES 
NUMEROS en milligr. par milligr. 
par cent. cube par cent. cube de protéines 
—————— ee 
Ae 11 ASM6o 0,55 
25 9 20,09 0,44 
Sie 7 17,86 Onsg 
4, 8 17,86 0,45 
Dg 8 Es | 0,56 
Sie 42 15,94 0,75 
ews 43 MS) eas 0,67 
ey a 44 20,30 0,54 
Jes 10 wats) 0,58 
10. ) 14,18 0,60 
Moyenne. .... . 9,8 eT afl 0,55 


Le simple entrainement par le phosphate tricalcique, en un 
seul temps et sans dialyse, a donné des rendements en toxine 
de 70 480 p. 100, et de 77 & 93 p. 100 lorsqu’on employait un 
excés de calcium. Le taux des protéines était de 1 milligr. 0208 
1 madligr. 420; les unilés toxiques par milligramme de protéines 
variaient de 5 a 8, 

Kn faisant suivre la précipitation en un temps de la dialyse, 
le rendement en toxine est tombé & 47 p. 100 au minimum et 
aatteint encore 84 p. 100 au maximum; le taux des protéines 
a varié de 0,425 4 1,070, les unités toxiques par milligramme 
de 8,6 a 14,6. Les moyennes respeclives de 15 opérations 
étaient : rendement, 61 p. 100; protéines, 0,626; unités toxi- 
ques par me/hgramme, 11. 

Avec la précipilation en deux temps, suivie de dialyse, les 
chiffres extrémes ont été : rendement en ltoxine 45,9 a 
73,6 p. 100; protéines 0,158 & 0,337: unilés toxiques par madl- 
gramme 19 a 26,4; et les moyennes respectives de 18 expé- 
riences : 57,9 p. 100; 0,251 et 22,35. On voit par ces derniers 
chiffres, les seuls qui s'appliguent & la méthode sous sa forme 
définitive, que le rapport des unités toxiques par malligramme 
dans la toxine purifiée et la toxine brute est en moyenne de 
40,6; c'est ce que l’on pourrait appeler indice de purification 
En d'autres termes, pour la méme quantilé de protéines, il y a 
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dans la toxine purifiée plus de quarante fots plus de toxine. 
Quant 4 la teneur en ae dans un volume de joxine 
purifiée ramené au volume de la toxine originale, il ne reste 
plus que 1,44 p. 100 des protéines primitives. 

Ce dernier calcul n’est pas rigoureusement correct, car il 
ne tient pas compte de la perte de toxine. Le degré de purifica- 
tion doit étre évalué sur la toxine concentrée aprés la purifi- 
cation de maniére 4 rétablir le titre original en unités toxiques 
par centimétre, cube. Voici les résultats cbtenus pour quelques 
toxines concentrées de celte maniére. 


ginal 


2 
oe 
Foret 
wn 0 
wa . & 
Hw Oo 
— o 

Zo? 
Pp 0.4 
ais 
aes 
s 

Peet 
s 


UNITES 
p:r cent. cube 
de loxine purifice 
INDICE 
p. 100 
da taux ori 


PROVEINES 
ar cent cube 
PROTEINES 


en milligr. 


de purification 


p 


| 
| 


> 


Expérience 
Expérience 44. 
Expérience 54. . 
Expérience 54 
Expérience 5 


102 CO: 
mnwnwwe- 
ceomwaw 
Cwonw 


Pour la méme teneur en unités toxiques (f), on a done éliminé 
97 « 98 p. 100 des protéines étrangéres. 

La solution de toxine purifiée contient, malgré la dialyse, 
une certaine quantité de sels. Dans des toxines ramenées au 
taux initial d’unités toxiqnes (/), j’ai trouvé des chiffres de 
3,180 (exp. 54) et 2,800 (exp. 59) p. 100 d’extrait sec, dans 
lesquels entrent seulement environ 35 a 40 milligrammes de 
protéines. Le dosage du calcium donnait des quantités ie 
0 milligr. 282, 0 milhgr. 360, 0 milligr. 369 par centimetre 
cube, c’est-a-dire des chiffres de méme ordre que pour les 
quantilés de protéines. Quant 4 lion phosphate, il n’atteignait, 
dans l’expérience 59, que 0,160 p. 100. La presque totalité 
des sels de la toxine purifiée est done constituée par du citrate 
de aloes L*injection sous-cutanée de 1 cent. cube Sree solu- 
tion & 2,5-3 p. 100 environ de citrate de soude, amenée & un pul 
un peu supérieur a 7.0, injection qui serait & envisager pour la 


vaccination avec une anatoxine purifiée, est cerlainement sans 
inconvénients. 
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Une toxine purifiée, & 25 unités toxiqués environ par mi/li- 
gramme de protéines, ne doit pas encore étre considérée comme 
entiérement débarrassée de protéines éirangéres. Il nous parait 
évident qu'il existe dans la toxine originale des substances pro- 
téiques dont les propriétés physiques sont extrémement voi- 
sines de celles de la toxine, et qui n’en seront peut-étre jamais 
séparables soit par absorption, soit par dialyse. 

Dans lintéressante étude que Watson et Langstaff (1) ont 
faite de la toxine diphtérique précipitée par l’acide acétique, 
j'ai cru pouvoir calculer, d’aprés les données des auteurs qui 
caractérisent leurs toxines par le poids d’azote par unité Lf, 
des chiffres de 254 34,8 unités toxiques (/) par milligramme 
de protéines. Si la transposition que j'ai dé faire de leur sys- 
téme d’unités dans le miem est exacte, les toxines précipitées 
par l’acide acétique seraient un peu plus pures que les toxines 
purifiées par les précipités de phosphates de chaux. Il semble- 
rail par contre qu’elles soient plus profondément altérées, sur- 
tout dans leur pouvoir toxique et dans leur stabililé. 

J’ai constaté plusieurs fois d’autre part que la floculation, 
dans le mélange neutre de 100 cent. cubes de toxine diphté- 
rique a 10 ou 11 unilés toxiques (/) avec la quantité correspon- 
dante de sérum, fournissait un dépédt pesant 19 a 20 malli- 
grammes. Si la précipitation de la toxine est intégrale (ce qui 
n’est pas absolument certain), un litre de toxine fournirait 
environ 0 gr. 200 de floculat, alors que mes toxines purifiées 
contiennent encore 0 gr. 350 a 0 gr. 400 de protéines (le taux 
des unités loxiques étant ramené de part et d’autre a environ 
10 par centimétre cube). IH resterait encore, pour apprécier la 
quantilé de protéines par litre dune toxine rigoureusement 
pure, & déterminer quelle est la part de la toxine et celle du 
sérum dans les 0 gr. 200 de floculat par litre. L’entreprise n'est 
peut-étre pas irréalisable; nous nous réservons de la tenter. 


’ EssaIS DE PURIFICATION PLUS COMPLETE DE LA TOXINE. 


Pourrait-on soumettre la toxine purifiée & une nouvelle 
adsorplion par un précipité de phosphate de chaux, et réussir 


(1) Frederick Warson et Elsie Lanostarr. Biochemical Journal, 20, 1926, 
p. 763. 
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encore & éliminer dans celte opération des protéines étran- 
eéres? Ce ne serait possible qu’aprés la dialyse, car avant qu'on 
ait dialysé, la solution des phosphates de chaux dans le citra'e 
de soude est instable et |’équilibre est rompu dés qu'on intro- 
duit les nouveaux réactifs. D’autre part, je n'ai pas réussi a 
récupérer des précipités produits dans la toxine dialysée une 
substance capable de floculer. ; . 

Un autre procédé de purification supplémentaire consisterait 
& concentrer fortement la toxine purifiée, puis & la soumettre a 
une nouvelle dialyse. Un essai m’avait donné un résultat inté- 
ressant (expérience 49). La toxine purifiée avait élé concentrée 
& 1/10 du volume de la toxine originale, puis dialysée pendant 
huit heures contre les volumes d'eau distillée habituels. Le 
nombre d'unités toxiques par milligramme de protéines s'était 
élevé & 28, chilfre le plus élevé que j’aie obtenu; le rendement 
en toxine était tombé, il est vrai, & 30 p. 100. Dans d’aulres 
expériences, ou la toxine puriliée n’avait élé concentrée quau 
tiers du volume de la toxine brute, les unités toxiques par mz/- 
ligramme ne dépassaient pas 25 & 26. Peul-étre y aurait-il leu 
de reprendre ces essais; provisoirement, le gain ne m’a pas 
semblé compenser le temps et le travail dépensés en supplé- 
ment. La teneur en sels, calculée pour une toxine a 10 unités 
(f), avait été abaissée a 0.628 p. 100 dans une expérience, & 
1.250 p. 100 dans une autre. 


PoUVOIR TOXIQUE DE LA TOXINE PURIFIER. 
RAPPORT AVEC LE POUVOIR FLOCULANT. 


Les toxines préparées en bouillon Martin dans le service de 
Sérothérapie de UInstitut Pasteur tuent en général le cobaye 
de 300 & 350 grammes a la dose de 1/700° a 1/1.000° de centi- 
métre cube, quand elles viennent d’étre filtrées. Les toxines 
purifiées, ramenées au volume de la toxine originale, mais 
avec un rendement moyen de 60 p. 100 d'aprés le titrage par 
floculation, tuent en moyenne & 4 /300° de centimétre cube. On 
peut naturellement obtenir, par concentration dans le vide, 
des taux bien plus élevés. Une toxine concentrée a 13 unités 
(/) par cenlimétre cube tuait le cobaye de 300 grammes a 
1/600° en trois jours et & 1/800¢ en cinq jours et demi; une 
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aulre, concentrée a 17 unités par centimetre cube, tuait 2 
1/1.000° en trois jours et demi et & 1/1.200 en cing jours. En 
relevant le chiffre des unités toxiques (/) d'une part, et celui 
des doses mortelles d’autre part, j'ai été frappé du fait qu’il 
existait entre eux un rapport relativement constant. Une diffé- 
rence de 1/100° dans le taux de la dilution qui tue correspond 
souvent a une différence de 2 unilés toxiques (/). Voici quelques 
exemples : 


UNITES TOXIQUES (/) DOSE MORTELTE 
par cent. cube : 


ExpéerienGetis: Gaara smtkiins ic 8 1/300 en 3 jours 1/2. 
EE XPeTlenCeta tens olay laurie ie 7,5 1/300 en 3 jours 1/2. 
ISpUCIOMCGiW 5 25 6 6 6 8 a Beil 4/300 en 3 jours 1/2, 
ISP NAONES KO iggy 5h GO See 44 1/200 en 4 jours. 

Bxperiencer5sie me. seams Als 6,4 1/300 en 2 jours 1/2. 


Les toxines originales, fraiches, sont environ deux ois plus 
toxiques, pour le méme nombre d’unités toxiques (/) ; c’est-a- 
dire qu’a une différence de 4 unité toxique correspond approxi- 
mativement une différence de 1/100° dans la dose mortelle: 
une toxine a 10 unités toxiques (/) tue en général a 1/1.000° de 
centimetre cube (sans toulefois que le rapport soit rigoureuse- 
ment constant). 

Mais lorsqu’une toxine a été conservée quelque temps, 
méme a la glaciére, le rapport change: le pouvoir floculant ne 
varie pas, tandis que la toxicité baisse. C’est ainsi qu'une 
toxine & 9,5 unités, qui tuait & 1/1.000° en quate jours le 
30 mai, ne tue plus qu’a 1/500° le 21 novembre (aés cing 
mois et demi & la glaciére). Pour une différence de 1 /100° dans 
le chiffre de la dose mortelle, il y a alors une diflérence de 
1,9 unités toxiques, rapport voisin de celui qui «s! habituel 
pour la toxine purifiée. J’ai fpurifié deux toxines, Pune tout a 
fait fraiche, l'autre vieillie & la glaciére, et comparé le rapport 
des unités (/) avec la dose mortelle dans les toxines brules et 
purifiées. Il s’est confirmé que, pour la méme loxicié, a loxine 
purifiée contenait environ deux fois plus d’unite- (/) dans le 
cas de la toxine fraiche, tandis que te rapport et.il s nsible- 
ment le méme dans le cas de la toxine vieillie. 

Il ya dans une toxine fraiche une partie labile : nne partie 
stible, au point de vue du pouvoir toxique. Lorsqu’on lixe cette 
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toxine par adsorption sur un précipité de phosphate de chaux, 
seule la partie stable conserve son pouvoir toxique. 

Cette interprétation est confirmée par le fait que la toxine 
purifiée est remarquablement stable. La dose mortelle varie 
trés peu, non seulement & la glaciére, mais méme a la tem- 
pérature du laboratoire. Par exemple, une toxine qui tue a 
1/300° en trois jours et demi au moment de sa préparation, 
tue encore au méme titre, et dans le méme temps, aprés avoir 
séjourné trente-deux jours au laboratoire. Une toxine qui tue 
Je 31 mai a 1/300° en trois jours et demi et a 1/500° en 
six jours et demi, conservée a la glaciére, tue au bout de trois 
mois un cobaye & 1/350° en quatre jours et demi, avec les 
lésions caractéristiques, mais n’en tue pas un autre a 1/320°. A 
la température du laboratoire, cette toxine tuail au bout d’un 
mois en quatre jours et demi & 1/300° et en lrois jours a 1/200°. 
Aprés un mois & l’étuve & 36°, en tube scellé, elle tuait en 
quarante-huit heures a 1 /100° et en quatre jours et demi & 1/200°. 

Quaut au pouvoir floculant, il va de soi quil reste intact, 
méme aprés des mois de conservation. 

Par contre en solution diluée, 4 1/200° ow 1/300¢, la toxicité 
a fortement diminué au bout d’une huitaine de jours. La dose 
qui tuait au moment de Ja dilution ne produit plus qu'une 
petite eschare. 


ANATOXINE PURIFIFE. IMMUNISATION. 


La toxine, transformée en anatoxine par le séjour a l’étuve 
en présence de formol, peut étre purifiée au moyen des préci- 
pités phosphatiques, exactement comme une toxine originale. 

Dans la crainte, peul-élre vaine, que la constitution chi- 
mique de l’anatoxine ne soit altérée sous l’action des réactifs 
avec lesquels elle serait mise en contact au cours de la purifi- 
cation, j'ai cherché de préférence a transformer en anatoxines 
des toxines déja débarrassées, dans la mesure du possible, des 
protéines étrangéres et, condition trés importante, amenées au 
titre de 9 a 10 unités (f) par centimetre cube. 

Sil existait un rapport défini entre le taux des protéines et 
la quantité de formol a employer pour laire disparaitre toute 
toxicité, il suffirait d’ajouter & la toxine purifiée environ trente 
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fois moins de formol quwil n’en faut pour la toxine originale. 
Par contre, sidans la toxime brute le formol ne se combinait 
quavec les groupements toxiques, la méme quantité de formol 
serait nécessaire pour la toxine purifiée. Ce n'est ni Vune ni 
Yautre de ces éventualités qui se produit. On sait que pour 
désintoxiquer les toxines en bouillon Martin il faut en moyenne 
une concentration de 4 p. 1.000 de formol et un séjour de trente 
jours a l’étuve & 39°. Or, une toxine purifiée, qui était restée 
cinquante-deux jours 4 I’étuve a 37°, additionnée de 0,2 et de 
0,5 p. 1.000 de formol, tuait le cobaye & la dose de 1 cent. cube 
respeclivement en trente-six heures et quarante-huit heures. 
Par contre, avec 1 p. 1.000 et 2 p. 1.000 de formol, la toxicité 
ne se manifestait plus. 

Avec ces doses de formol et cette température, le temps de 
séjour a l’étuve ne parait guére pouvoir étre abaissé au-dessous 
de quarante jours. Apres trente jours, linjection sous-cutanée 
de 5 cent. cubes peut produire un petit épanchement sanguin au 
lieu d’injection, puis une sorte d’eschare superficielle, séche, 
noiratre au centre et rouge-brun a la périphérie. D’autres fois, 
il se forme un deme profond, dont les limites atteignent 
1,5 x 0,5 centimétres, sans Iésions des téguments. Aprés qua- 
rante jours détuve, on peut encore observer un léger épaissis- 
sement des téguments, quidure trois. ou quatre jours; quelquefois 
de petites taches violacées de la peau, témoins de petites hémor- 
ragies capillaires; quelques crotitelles de 4 &2 millimétres de 
diamétre; et enfin, au cinquiéme ou sixi¢me jour, de minus- 
cules indurations, grosses comme une téte d’épingle. Les pre- 
miéres de ces petites lésions paraissent étre de véritables réac- 
tions, qui ne se produisent pas avec |’anatoxine ordinaire. Si 
lon voulait poursuivre ces essais de préparation d'une ana- 
toxine avec de la toxine purifiée, il y aurait lieu de se rappro- 
cher encore des conditions habituelles de transformation de la 
toxine en anatoxine, soit en augmentant légérement la quantilé 
de formol, soit en portant la température de I’étuve a 39°. Les 
minuscules points indurés, qui existaient par exemple chez 
3 cobayes sur une série de 24, sont vraisemblablement pro- 
duits par des traces de phosphate de chaux. Quant aux crot- 
telles, elles s’observent aussi quelquefois aprés Iinjection 
d’anatoxine ordinaire; elles paraissent avoir pour premiere 


1362 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


origine la petite effraction des téguments et la petite hyperémie 
produites par l’épilage, et plus ou moins accentuées selon les 
caractéres individuels de la peau. 

Quant a limmunité obtenue, 2 cobayes qui avaient regu 
5 cent. cubes, puis 1 cent. cube d’anatoxine purifiée, & dix- 
huit jours d'intervalle, ont résisté & 80 fois la dose mortelle 
pour le cobaye de 300 grammes. 1 cobaye, vacciné par 
2 injections de 1 cent. cube, a succombé avec 70 fvis la dose 
mortelle. 6 cobayes, vaccinés par 3 injections de f cent. cube, 
aux intervalles convenables, puis éprouvés vingt-quatre jours 
apres la troisime injection, 3 avec 90 doses mortelles et 
3 avec 180 doses mortelles, ont tous résisté. Je n’ai pas 
essayé d’injecter des doses d’épreuve plus élevées, parce que 
les cobayes dont je disposais ne présentaient, comme cela se 
voit pour certains lots, qu'une résistance relalivement faible : 
sur 4 animaux vaccinés par 2 injections d’anatoxine ordinaire, 
2 avaient succombé aprés l‘injection de 130 doses mortelles, 
avec les lésions caractéristiques de lintoxication diphté- 
rique. 

Les résultats obtenus sur l’animal m’ont paru autoriser un 
premier essai de vaccination humaine, dont le D' G. Loiseau a 
bien youlu se charger. Dans un groupe de 10 fillettes & réaction 
de Schick positive, 7 ont regu les 3 injections normales, 
3 nont pu recevoir que 2 injections, par suite d’absences au 
moment des séances de vaccination. La réaction de Schick de 
contréle, pratiquée cing semaines apres la derniére injection, 
a été négalive chez les 10 fillettes. Ce n'est 1a qu'une expérience 
d’orientation; elle prouve du moins que l’anatoxine purifiée 
immunise. On a noté un peu d’'cedéme et de rougeur au point 
dinoculation chez plusieurs enfants, et une température 
de 38°4 deux fois sur les 27 injections pratiquées. L’élimination 
de la presque tolalité des protéines élrangéres ne supprime 
donc pas intégralement les réactions. I] faut évidemment une 
expérience beaucoup plus étendue pour pouvoir faire une 
comparaison, au point de vue de la fréquence et de Vinten- 
sité, entre ces réactions et celles que provoque |’anatoxine 
ordinaire. 

D’autre part, l’anatoxiréaction, pratiquée chez 4 convales- 
cents de diphlérie, a donné des réactions ‘tougeur avec légére 
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élevure centrale) de diamétre environ & fois moindre pour 
5) ‘ spe 9 6 é ; . 3 
Yanatoxine purifiée que pour Vanatoxine ordinaire, inoculée en 
méme temps au méme bras. 


CONCLUSIONS. 


La toxine diphtérique posséde la propriété d’étre absorbée 
par les précipilés de phosphates dicalcique ou tricalcique a l'état 
naissant. On peut utiliser cette propriété pour la séparer des 
protéines étrangéres du milieu de culture, en remettant le pré- 
cipité en solution & l'aide du citrate de soude et de l’acide 
citrique. 

Le meilleur criférium dela pureté d'une toxine est le nombre 
d’unités toxiques par milligramme de protéines (unités toxiques 
délerminées par la méthode de floculation). 

La composition du précipité de phosphate de chaux a peu 
d’influence sur le rendement en toxine précipitée et sur le taux 
des proléines étrangeres entrainées. Peut-étre le phosphate tri- 
calcique absorbe-t-il un peu plus de toxine et un peu moins 
de protéines que le phosphate dicalcique. Il est un peu plus 
facile & redissoudre. Une quantilé notable de calcium en excés 
sur celle qui est nécessaire pour produire du phosphate trical- 
cique augmente d’environ 10 p. 100 le rendement en toxine; 
mais l’augmentation de la quantilé de protéines étrangéres entrai- 
nées est encore plus forte, et la toxine récupérée est moins pure. 

La maniére dont le précipilé de phosphates se forme et se 
propage a travers le liquide est un facteur décisif, et difficile a 
analyser. [1 convient d’introduire le calcium dans la toxine 
avant la soude, au lieu de suivre l’ordre inverse. Les deux 
réactifs doivent étre ajoulés goulle & goulte, et lentement. 

Sil'on fractionne la précipitation, on voit qu’un premier pré- 
cipité, correspondant & peu prés au phosphate contenu dans la 
toxine brute, entraine relativement plus de protéines éltran- 
géres que de toxine. Il est done préférable de le rejeter. On 
recueille ensuite celui qui correspond & une addilion de 25 cent. 
cubes de solution mol/1 de phospbate monopolassique par 
litre. Un précipité plus abondant, obtenu avec une quantité plus 
forte de solution phosphatique, est de nouveau plus riche en 
protéines pour la méme richesse en toxine. 

89 
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La dissolution des précipités par additions alternatives de 
citrate de soude et d’acide citrique donne de meilleurs résultats 
que la dissolution par emploi combiné du citrate de soude et 
de l’acide phosphorique. Elle posséde un pH voisin de 6,8; 
apres dialyse, on peut ajuster la réaction & pH 7,2 ou 7,4. 

Dans la dialyse sur membrane de cellophane, la toxine 
purifiée, dialysée contre un volume d'eau distill ée égal a 8 fois 
celui de la toxine originale, perd plus de protéines élrangéres 
que de toxine pendant les huit premiéres heures environ. Entre 
huit et vingt-quatre heures, les deux éléments passent avec la 
méme vitesse. Au dela de vingt-quatre heures, la perte’de toxine 
n'est plus compensée par |’élimination des protéines. Ainsi le 
nombre d’unités toxiques par milligramme de protéines aug- 
mente, puis reste stationnaire, puis se met a décroitre. La 
dialyse doit étre limitée @ huit heures, en changeant une fois 
le liquide extérieur, au bout de deux heures plutdt qu’au bout 
de quatre heures. 

Si Von injecte sous la peau le produit purifié, le phosphate 
de calcium se sépare du citrate de soude et forme sur place un 
dépot. On prévient cet inconvénient en éliminant le calcium 
soit avant, soit aprés la dialyse. Le second procédé donne des 
résultats un peu supérieurs, mais est plus compliqué et souléve 
quelques objections de détail. 

Les toxines soumises & la purification contenaient en 
moyenne 9,8 unités toxiques (titrées par floculation) par cen- 
timétre cube, 17 meddigr. 71 de protéines par centimétre cube, 
et 0,55 unités toxiques par ma/ligramme de protéines. 

Aprés purification, le rendement moyen en toxine a élé de 
57,9 p. 100; le taux des protéines par centimetre cube de 
0 milligr. 251 et le nombre d’unités toxiques par milligramme | 
de 22,35. Le chiffre extréme d’unités toxiques par milligramme 
atteint a été de 26,4. L’indice moyen de purification, c’est-a- 
dire le rapport moyen entre le nombre d’unités toxiques par 
milligramme dans la toxine originale et la toxine purifiée, a 
été 40. En ramenant par concentration dans le vide la toxine 
purifiée au faux initial des unités toxiques par centimetre cube 
(10 environ), on calcule que 97 & 98 p. 100 des protéines de la 
toxine brute ont été éliminés. 


La solution de toxine purifiée, concentrée a 10 unités, 
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contient 2 43 p. 100 de citrate de soude, et des traces de phos- 
phate et de calcium. 

Les toxines purifiées au moyen des précipités de phosphates 
de chaux contiennent encore 0 gr. 350 & 0 gr. 400 de protéines 
par litre. Hest possible que le poids de toxine pure ne dépasse 
pas 0 gr. 100. Peut-étre un degré plus parfait de purification 
serait-il encore atteint en soumetlant & une seconde dialyse, 
aprés concentration, la toxine purifiée. Dans ces conditions, on 
est arrivé au chiffre de 28 unités toxiques par milligramme de 
protéines, mais le rendement en toxine était tombé a 30 p. 100. 

La toxine purifiée, ramenée au méme nombre d’unités 
toxiques que la toxine originale, ne tue le cobaye qu’a& une 
dilution environ deux fois moindre. Mais la dose mortelle est 
voisine de celle que présente la toxine originale apres quelques 
mois de conservation a la glaciére. Il y a dans les groupements 
toxiques d’une toxine fraiche une partie “stable et une partie 
instable; dans la toxine purifiée, la toxicité de la premiére sub- 
siste seule. Le pouvoir floculant par contre reste entier. 

La toxine purifiée se transforme en anatoxine, quand elle a 
séjourné environ quarante jours a 37°, aprés addition de 
2p. 1.000 de formol. Cette anatoxine purifiée, d’aprés quelques 
expériences d orientation, immunise convenablement, mais 
peut provoquer de légéres réactions locales et générales. 


SUR LES PROPRIETES BIOLOGIQUES 
DU BACILLE PARATUBERCULEUX DE LA FLEOLE 


PROPRIETES PATHOGENES, ANTIGENES ET ALLERGISANTES.. 


par Eveéni ALEXA. — 


(Travail du Laboratoire du professeur Calmette, 
Institut Pasteur.) 


A. — PROPRIETES PATHOGENES. 


A la suite de l’inoculation du bacille de la fléole, Moeller a 
signalé, chez le cobaye, la présence de granulations péritonéales 
et méme pulmonaires, avec caséificalion et cellules géantes 
typiques. . 

Lubarsh, injectant directement ces bacilles dans les reins 
ou dans les veines, a obtenu des tubercules caséifiés, avec des 
cellules géantes typiques qui contenaient souvent des formes 
massuées actinomycosiques. 

Mayer signale également que le bacille de la fléole, injecté 
dans la cavité péritonéale du cobaye, provoque le développe- 
ment de tubercules caséifiés, contenant des cellules géantes. 

Holsher en étudiant les effets pathogénes du méme germe 
affirme n’avoir observé ni caséification, ni extension des lésions, 
ni forme actinomycosique des éléments microbiens, consécuti- 
vement a l’inoculation intrapéritonéale. Par inoculation intra- 
veineuse, il aobtenu des granulations se rapprochant beaucoup 
des tubercules dus a des corps étrangers. 

Schulze a inoculé le bacille de la fléole dans le rein des 
lapins; au bout de treize jours il a trouvé dans cet organe des 
bacilles présentant des formes rayonnées avec massues et 
crosses rappelant Vaspect de l’actinomycose. Ces faits ont été 
récemment confirmés par H. Limousin. 
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Weber, puis Bulloch n’ont jamais réussi, avec le bacille de la 
iléole, 4 obtenir des lésions extensives amenant la mort et iden- 
tiques aux lésions de la tuberculose. 

Rodet et Galavielle se sont adressés & la voie veineuse chez le 
cobaye et le lapin; avec des doses fortes de bacilles de la fléole 
ils provoquent tantot la mort de animal, tant6t une maladie 
passagére. D’aprés ces auteurs, lorgane le plus gravement 
atteint est le rein qui renferme des nodules tuberculiformes 
dans la corticale et la médullaire. Dans le poumon, ils ont 
trouvé des granulations ressemblant aux granulations grises 
dues au bacille de Koch. Inoculé sous la peau, le bacille pro- 
voque un abcés qui se vide et se répare trés rarement. Les injec- 
tions sous-culanées et intraveineuses, pratiquées chez les 
bovidés et la chévre, ont donné les mémes résultats. 

Calmette et Guérin ont trouvé des lésions d’adénopathie 
mésentérique chez des jeunes chevreaux nourris par des méres 
artificiellement infectées dans les mamelles avec le bacille de 
Ja fléole. La réaction défensive des ganglions est suflisamment 
efficace pour empécher les microbes de franchir cette barriére. 

Chez le chien, Courmont et Descos ont obtenu des lésions 
tuberculiformes. 

Potet est arrivé aux mémes résultats. Le bacille, inoculé par 
la voie sous-cutanée, produit un abcés local; par la voie périto- 
néale, une péritonite exsudative et des lésions péritonéales 
prenanlt en certains endroits l’aspect de nodules. 

Bezancon et Philibert ont obtenu, en injectant les bacilles 
de la fléole dans le péritoine des cobayes, des lésions de péri- 
tonite, des adhérences fibreuses péri-spléniques et péri-hépa- 
tiques. 

Courmont et Potet ont reproduit avec le bacille de la fléole 
des Iésions ayant les caractéres essentiels des tubercules dus 
au bacille de hoch. 

Cantacuzéne provoque une infection aigué, mortelle en vingt- 
quatre heures, en injectant de fortes doses de ces microbes a 
des cobayes jeunes (demi-culture sur gélose) dans le péritoine. 
La dose non mortelle provoque une péritonite chronique 
accompagnée de troubles généraux. La résorption complete 
des bacilles et la guérison des lésions locales s’effectuent en six 
semaines. L’auteur donne une description détaillée du processus 
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infectieux qui se caractérise par a) la persistance trés longue 
du stade a polynucléaires; 6) l’absence de nécrose chez ces 
éléments. | 

Les conclusions de ces différents auteurs, relalivement aux 
propriétés pathogénes des bacilles paratuberculeux, sont assez 
divergentes. Néanmoins, tous sont d’accord pour reconnaitre 
que linoculation sous-cutanée et péritonéale de ces microbes 
provoque un abces local assez semblable & un abcés tuber- 
culeux. II n’en est pas de méme ence qui concerne la dissémi- 
nation des lésions & la suite des inoculations. Certains observent 
que les viscéres restent sains, d'autres les trouvent criblés de 
tubercules, comme si la lésion locale avait évolué vers une 
eénéralisation. Par contre, les résultats obtenus par voie intra- 
veineuse paraissent plus réguliers et tous les expérimentateurs 
ont remarqué que, lorsque les doses injectées sont suffisantes, 
des tubercules caséeux ou non apparaissent dans les différents 
organes. Comme les expériences rappelées ci-dessus ont été 
poursuivies dans des conditions variables (age des cultures, 
doses, animal, voie d’inoculation) nous avons, sur le conseil de 
M. le professeur Calmette, repris l'étude de l infection expéri- 
mentale des petils animaux de laboratoire par le bacille de la 
fléole, ce germe étant un de ceux qui se montrent le plus nette- 
ment doués d’un pouvoir pathogéne, et nous avons suivi |’évo- 
lution des lésions jusqu’é leur disparition ou leur guérison 
complete. 

Dans ce dessein nous avons inoculé un grand nombre 
d’animaux : Japins et cobayes, par la voie intraveineuse. A 
titre de contréle, nous avons injecté des cobayes et des lapins 
par la voie sous-cutanée et péritonéale avec de fortes doses 
allant jusqu’a 250 milligrammes de bacilles de la fléole. Les 
animaux inoculés par la voie péritonéale, méme avec 250 mil- 
ligrammes, présentaient des lésions de péritonite chronique 
d’aspect caséeux, qui, & la coupe, montraient des tubercules 
centrés par un amas microbien et entourés de cellules épithé- 
lioides, puis de lymphocytes. L’envahissement de ces masses 
par les polynucléaires était [réquent. 

En aucun cas, nous n’avons trouvé de lésions macrosco- 
piques, en dehors du point d’inoculation : tous les viscéres 
examinés étaient sains. Les inoculations sous-cutanées n’ont 
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jamais donné lieu & une iafection généralisée, les. visceres 
étaient toujours indemnes, exception faite des lésions pulmo- 


naires ou hépatiques dues & des microbes banaux « microbes 
de sortie ». 


Etude histologique des lésions 
observées chez les cobayes et les lapins 
a la suite d’injections intraveineuses massives 
des bacilles de la fléole. 


Des doses de 30 milligrammes et 100 milligrammes de 
bacilles de la fléole, émulsionnés dans l’cau physiologique, ont 
été injectées par la voie veineuse 4 des cobayes et des lapins. 
Ces animaux, qui avaient d’ailleurs trés bien supporté une telle 
dose, ont été inoculés dans des conditions précises, et sacrifiés 
a des dates réguliéres afin d’étudier sur pieces, correctement 
fixées, les diverses modifications dues & la présence du bacille 
de la fléole dans l’organisme. 

Voici en résumé le résultat de nos observations : 


CoBAYEs. 


Poumon. — Chez les animaux, morts ¢trente a@ quarante-huit 
heures aprés linoculation, vraisemblablement du fait d'une 
septicémie banale, on trouve un poumon trés congestionné; 
certaines bronches renferment des polynucléaires, un certain 
nombre de foyers dalvéolite sont également remarqués, le 
contenu des alvéoles étant surtout constitué par de grands 
mononucléaires et des polynucléaires. Ces petits foyers broncho- 
pneumoniques a localisation juxta-bronchique ne rappellent 
pas la broncho-pneumonie tuberculeuse; ils n’ont rien de spé- 
cifique et sont sans doute causés par des microbes de sortie. 

Au bout de cing jours, on trouve dans le poumon une assez 
grande quantité de pigment noir uniformément réparti dans 
la trame. II] existe quelques tubercules parfaitement constitués 
et délimités. Ces tubercules sont surtout formés de mononu- 
cléaires et de lymphocytes avec, au centre, un amas microbien 
de forme plus ou moins réguliére, coloré en rouge par |’éosine. 
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Il n’y a pas de cellules géanles, peu de cellules épithélioides. 
Autour des tubercules organisés, on note une assez grande 
quantité d’éosinophiles, de mono et de polynucléaires. 

Le septiéme jour, le poumon contient de nombreux tubercules 
constitués, du centre ala périphérie, par une masse microbienne 
autour de laquelle on trouve des cellules épithélioides et 
quelques lymphocytes. Plusieurs de ces tubercules son! envahis 
par des polynucléaires; Vinfiltration polynucléaire parait d’ail- 
leurs prédominer au centre du tubercule. Il s’agit de tubercules 
en voie de suppuration. Il existe également du pigment fer- 
rique. Un certain nombre de vaisseaux sont enlourés d’un 
manchon inflammatoire. Ca et la apparaissent des foyers 
hémorragiques. 

Dix jours apres Vinoculation, des tubercules sont infiltrés de 
polynucléaires qui gagnent du centre vers la périphérie et 
tendent a transformer les tubercules en abcés. On note quelques 
cavités rondes 4 paroi fibreuse qui représentent certainement 
des tubercules vides (cavernes) qui se sont évacués par voie 
bronchique. On remarque quelques amas leucocytaires Juxta- 
vasculaires et quelques petils foyers de broncho-pneumonie 
bauale. 

Le treiziéme jour, rien n’est modifié dans l'aspect des tuber- 
cules si ce n’est, 4 la périphérie de certains d’entre eux, l’amorce 
dune réaction fibreuse. Il existe toujours dans la trame une 
assez grande quantité de pigment. 

Le quinziéme jour, on note dans les poumons des petits 
foyers leucocytaires, avec prédominance de lymphocytes. Dans 
le parenchyme pulmonaire on trouve des petits tubercules, 
arrondis, organisés; ala périphérie une sclérose jeune s’ébauche. 
Ces tubercules sont semblables & ceux que provoque le bacille 
de Koch, mais il n’existe pas de caséum au centre. 

Vingt jours apres Vinoculation, le poumon contient de nom- 
breux tubercules typiques. De la périphérie au centre, on ren- 
contre une zone scléreuse, parfois extreémement marquée, des 
lymphocytes, des cellules épithélioides, parmi lesquelles sont 
semées des cellules géantes de dimensions variées, les unes 
contenant huit & dix noyaux. Au centre, on trouve des amas 
de bacilles de la fléole ayant pris fortement I’éosine. Certains 
tubercules sont envahis par la suppuration. Cette tendance a la 
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suppuration parait parliculiére & infection par le bacille de la 
fléole et ne se rencontre pas dans la tuberculose. 

Prente jours aprés Vinoculation, on remarque plusieurs 
tubercules de trés grandes dimensions, entourés d'une coque 
fibreuse, épaisse, diffuse, la sclérose s'élendant assez loin. Les 
tubercules contiennent, au centre, des cellules épi'hélioides, des 
cellules géantes, um amas homogéne éosinophile et une grosse 
masse bacillaire ; a la périphérie, on remarque une réaction 
fibreuse trés importante. Ces tubercules ne sont pas caséeux, 
mais plusicurs dentre eux sont nécrosés au centre. 

Le quarante-cinquieéme jour, certains tubercules ne sont 
plus conslitués que par 4 ou 5 cellules géantes dans un bloc 
fibreux parfaitement organisé. Dans d’autres, au contraire, il 
existe encore des masses microbiennes autour desquelles se 
trouvent des polynucléaires, et le tout est encerclé par du tissu 
conjonctif jeune. On note une grande quantilé de pigment fer- 
rique. Il existe, en outre, quelques petits foyers broncho pneu- 
moniques dans lesquels abondent des polynucléaires. On ne 
trouve pas, dans celte zone, de bacilles de la fléole. Ces lésions 
broncho-pneumoniques sont sans doute le fait dun germe 
banal (microbe de sortie). 

Soizante jours apres Vinoculation, le poumon contient de 
rares placards fibreux, reliquals de tubercules, e! quelques 
tubercules & enveloppe fibreuse, au milieu desquels on observe 
un amas microbien trés bien coloré par |’éosine et entouré par 
des cellules épithélioides. 


Ce qui frappe dans ce processus, c’est la réaction congestive 
des poumons s'accompagnant méme de foyers hémorragiques, 
dot la formation d’une assez grande quantité de pigment fer- 
rique qu’on retrouve dés les premiers jours aprés linoculation. 
La formation des tubercules demande environ cing jours; ces 
tubercules ressemblent & ceux que produit le bacille de Koch, 
mais ils renferment au centre des amas de bacilles de la fléole 
affectant des formes diverses. Aucun de ces tubercules ne 
deyient caséeux, ils se distinguent des lésions tuberculeuses 
vraies par leur tendance 4 la suppuration ; celle-ci paratt 
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Da 
débuter au voisinage des amas bacillaires. La réaction scléreuse. 


intense se développe surtout du vingtieme au trentieme jour; 
elle constitue le processus de guérison le plus ordinaire, En 
divers points cependant, les abcs se vident par les bronches. 
Au soixantiéme jour, si une grande partie des tubercules s'est 
transformée en bloc fibreux, certains d’entre eux ressemblent 
encore a des tubercules vrais ; leur centre contient des bacilles 
de la fléole. 


Rein. — Trente @ quarante-huit heures apres inoculation, le 
rein est le siége d'une congestion intense. Il existe méme des 
petits foyers hémorragiques. Dans certains groupes de éubule 
contorti, ’épithélium rénal est chargé de pigment noir rappe- 
lant tout & fait le pigment ferrique (élimination de pigment 
comme dans les reins paludiques). Des grains plus fins sont 
également visibles dans certains glomérules de Ma/pighi. 

Cing jours aprés inoculation, il reste encore dans la zone 
des (ubuli contorti quelques masses pigmentaires. On note, 
dans la médullaire rénale, 2 ou 3 foyers leucocytaires assez mal 
délimités. Ces amas levcocylaires sont constitués par des grands 
mononucléaires et des polynucléaires. 

Sept jours apres, on note des tubercules avec réaction sclé- 
reuse jeune & la périphérie. Au centre de ces tubercules on 
apercoit lamas microbien, entouré de cellules épithélioides et 
de mononucléaires ; certains de ces tubercules sont envahis par 
des polynucléaires. 

A partir du dixiéme jow on remarque, dans la médullaire 
et dans la eorticale, plusieurs petits abcés bien délimités, ova- 
laires. Dans les tubes uriniferes, des polynucléaires plus ou 
moins altérés forment des amas. 

Le treiziéme jour, on trouve encore des tubercules disséminés 
dans les reins ; dans le tissu adipeux péri-rénal, il existe égale- 
ment des tubercules typiques, parfois infillrés par des polynu- 
cléaires. Le bassinet et certains tubes uriniféres sont remplis 
de pus. Une réaction scléreuse jeune assez importante s’orga- 
nise entre les tubes. 

Le quinziéme jour, on note de méme dans la médullaire 
rénale des petits abcbs entourés d’une zone scléreuse jeune, 
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délimitant une véritable coque. A cété de ces abces parfaite- 
ment délimités par cette zone scléreuse, on en trouve d'autres, 
constitués seulement par une infiltration de leucocytes, grands 
mononucléaires et lymphocytes, donnant lieu sur place & une 
sclérose jeune diffuse. 

Le vingtiéme jour, la plupart des tubercules offrent exacte- 
ment aspect des tubercules vrais. De la périphérie au centre, 
on rencontre une zone scléreuse, parfois extre¢mement mar- 
quée, des lymphocytes, des cellules épithélioides parmi les- 
quelles sont semées des cellules géantes de dimensions variées. 
Certains tubercules paraissent envahis par un début de suppu- 
ration. Infiltration assez importante des tubes. Entre les tubes, 
zone fibreuse2. 

Apres trente jours, forte réaction fibreuse. On remarque un 
certain nombre de nodules formés de cellules épithélioides. 
Certains de ces nodules sont en voie de suppuration (pas de 
caséum), d'autres sont entourés d’une zone fibreuse, s’étendant 
assez loin en dissociant les tubes urinifeéres. 

Quarante-cing jours apres, on observe des foyers scléreux non 
encore parfaitement organisés, dissociant les ¢wbulz. On trouve 
également, au milieu des placards fibreux, quelques tubercules 
constitués par des cellules épithélioides avec la masse micro- 
bienne au centre. 

Le soixantiéme jour, on note des placards fibreux adultes et, 
en outre, quelques tubercules contenant encore des amas micro- 
biens et des cellules épithélioides. 


En résumé, dans les quarante-huit premiéres heures aprés 
Vinjection de 30 milligrammes de bacilles dans la veine on 
observe, dans le rein, une congestion intense, des foyers 
hémorragiques et, comme conséquence, une surcharge pigmen- 
taire trés importante des cellules des éwbuli contort. Ce pigment 
disparail peu & peu, et, sauf de rares exceptions, on n’en trouve 
plus quinze jours apres ‘inoculation. Les tubercules s’organi- 
sent entre le cinquiéme et septiéme jour: aucun n’évolue vers 
la caséification; mais la plupart sont envahis par des polynu- 
cléaires, deviennent purulents et s’évacuent par les ¢ubu/i 
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voisins. Les amas microbiens, au centre des tubercules, per- 
sistent plus de deux mois, mais au bout de ce laps de temps la 
plus grande partie des tubercules n’existe plus; ils sont rem- 
placés par des placards fibreux, siégeant dans la médullaire et 
la corticale. 


For. — Le foie ne présente 4 aucun moment de lésions du 
type tuberculeux. Dans les premiéres heures apres Vinocula- 
tion se produit une congestion tres marquée; il existe méme 
des petits foyers hémorragiques. Mais vers le cinquiéme jour 
on voit apparaitre une dégénérescence graisseuse tout a fait 
analogue & celle qu’on observe dans le foie d individus morts 
de tuberculose. Cette dégénérescence graisseuse atleint son 
maximum entre le dixigme et le quinziéme jour, elle décroit 
entre le vingtiéme et le trentiéme jour pour disparaitre ensuite. 


Rate. — Au niveau de la rate, on observe, & la suite de 
Vinoculation de bacilles de la fléole, une congestion trés vive 
et des fuyers hémorragiques. I] n’exisle que tres rarement des 
tubercules; ceux que nous avons trouvés ne contenaient pas au 
centre d'amas microbien. 


CoNcLUSIONS. 


En résumé, linfeclion du cobaye par la voie veineuse avec 
30 milligrammes de bacilles de la fléole améne la formation, 
dans le poumon, le rein et exceplionnellement la rate, de 
tubercules dont le centre est occupé par un amas microbien. 
Ces tubercules rappellent dans bien des cas les tubercules 
obtenus avec le bacille de Koch ; mais ils ne deviennent jamais 
caséeux et sont presque toujours le siége d'une transformation 
puruleate, tout & fait particuliére, et que jen’ai jamais observée 
chez les animaux inoculés avec des bacilles tuberculeux. Ils 
s'accompagnent d'une réaction scléreuse s’élendant assez loin 
et qui, lorsque Lamas microbien et les derniéres cellules 
géantes auront disparu, sera le seul vestige de Vin‘ection par 
le bacille de la fléole. Le bacille détermine, au niveau du foie, 
une dégénérescence graisseuse intense mais passagere, rappe- 
lant celle quon observe dans le foie des tuberculeux humains. 
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La granulie curable que provoque l'injection endo-veineuse de 
bacilles de la fléole ne ressemble en rien & la granulie curable 
obtenue par |’injection endo-veineuse de BCG. Si le BCG donne 
lieu & une éruption de follicules dans le poumon, le rein reste 
toujours indemne; par contre, le foie contient de nombreuses 
formations folliculaires, alors que dans l'infection par le bacille 
de la fléole il n’en renferme pas. D’autre part, la régression des 
lésions obtenues par le BCG se fait vers la restitution ad inte- 
grum; il n’y a pas une trayée scléreuse ni dans le poumon, ni 
dans le foie, qui témoigne de la granulie antérieure. Au con- 
traire, l’infection par le bacille de la fléole laisse dans le pou- 
mon et le rein des cicatrices fibreuses d’importance variable 
mais toujours trés nettes. 

Nous avons été frappé de Virrégularité des résultats de nos 
inoculations chez Jes lapins; alors que les lésions du rein sont 
les plus constantes, les lésions pulmonaires, au contraire, appa- 
raissent tantét importantes, tantot discrétes, tantét nulles. 

Quelles que soient les doses employées (jusqu’a 100 milli- 
grammes en injection intraveineuse), nous n’avons pu obtenir 
la mort des animaux. Ceux que nous avons perdus au cours de 
nos expériences sont morts de pasteurellose ou de broncho- 
pneumonie hanale si fréquentes aprés les injections expérimen- 
tales de fortes quantités de germes divers. Nous pensons que la 
mortalité attribuée par de nombreux auteurs au bacille de la 
fléole est due, en réalité, & ces microbes de sortie. 


B. — PROPRIETES ANTIGENES 


Propriétés antigenes spécifiques et para-spécifiques 
des extraits méthyliques du bacille de la fléole 
et de divers bacilles paratuberculeux. 


a) Proprigiis ANTIGENES in vitro. 


A. Boquet et L. Négre, utilisant un sérum antiluberculeux 
de cheval, ont mis en évidence des différences importantes entre 
les extraits méthyliques des divers types de bacilles tuberculeux 
virulents et avirulents, de bacilles paratuberculeux et de divers 
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microbes. Ils ont constaté que les extraits de bacilles humains et 
de bacilles bovins présentent une activité a peu prés égale; les 
extraits de bacilles aviaires et de bacilles pisciaires sont moins 
actifs; quant aux extraits de bacilles paratuberculeux (Korn et 
Grassberger), ils ont un pouvoir antigéne inférieur aux extraits 
correspondants de bacilles aviaires et pisciaires. Les extraits 
méthyliques de bacilles paratuberculeux (fléole) présentent, 
d’aprés Valtis, vis-a-vis de sérums de malades tuberculeux, un 
pouvoir antiggne comparable au point de vue qualitatif a celui 
des antigeénes tuberculeux mais quantitativement plus faible. 
Pour Urbain également, les bacilles paratuberewleux, cultivés 
dans le milieu & l’euf de Besredka, constituent des antigénes 
beaucoup moins actifs que les bacilles tuberculeux humains et 
bovins. Ces observations concordantes nous ont incitée & étudier 
comparativementla valeur antigene zz vitro des extraits méthy- 
liques de quelques bacilles paratuberculeux : bacilles de la 
fléole, de Grassberger, Grassbacillus et bacille de Preisz. 

Ces extraits ont élé préparés d’apres la technique indiquée 
par A. Boquet et L. Négre pour la préparation des antligenes 
tuberculeux. 

Des cultures sur bouillon glycériné, agées de trois semaines, 
sont stérilisées par un chauffage de trente minutes a 120° et 
filtrées sur papier. Les corps bacillaires sont ensuite lavés sur 
le filtre avee de l'eau distillée puis desséchés a l’étuve. Les 
microbes secs, réduits en poudre, sont traités par de l’acétone 
pendant quarante-huit heures (1 cent. cube d’acétone par cen- 
tigramme de bacilles). Puis ils sont séparés de l’acétone par 
filtration et mis & macérer dans l’alcool méthylique absolu 
(1 cent. cube d’alcool par centigramme de bacilles). On laisse 
en contact pendant dix a douze jours & 37-38° en agitant fré- 
quemment. Le liquide séparé par filtration du dépot microbien 
constitue lantigene méthylique. 

Au moment de l’emploi, l’antigéne est rendu limpide par un 
séjour de quelques minutes a l’étuve ou au bain-marie a 50° et 
on ajoute de l’eau physiologique goutte a goutle, puis plus rapi- 
dement dans la proportion de 19 cent. cubes d'eau pour 1 cent. 
eube d’antigéne. 

Le titrage des antigénes a été effectué, suivant la méthode 
de Calmette et Massol, avec des doses croissantes de ces produits 
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dilués au 1/100 (de 0 c. ¢. 4 jusqu’a 1 cent. cube) en présence 
d’une dose fixe d’alexine diluée au 1/15 et d’une dose fixe d’un 
sérum antituberculeux de cheval contenant 150 unités d’anti- 
corps par centimétre cube. Leur valeur est exprimée en nombre 
d’unités d’alexine d’aprés le rapport : 


N _ Nombre de doses minima d’alexine fixées 
Vig Volume d’antigene j 

Ces titrages comparatifs nous ont permis de constater que : 

f° L’extrait méthylique de bacilles de Grassberger, germes 
dont Vacido-résistance est trés affaiblie, possede un pouvoir 
antigéne (1.000 unités) inférieur aux extraits des autres bacilles 
paratuberculeux. 

2° Les extraits méthyliques de hacilles de la {léole, de 
bacilles de Grassberger et de bacilles de Preisz présentent une 
activité égele (2.000 unités). Mais leur pouvoir antigéne se 
montre inférieur a celui des extrails méthyliques de bacilles de 
Koch, dont le titre atteint 3.000 unités. 


b) PROpPRIBTES ANTIGENES in vivo. 


Nous avons étudié l’évolution des anticorps chez le lapin, 
depuis le moment owt ils apparaissent dans le sérum aprés 
Vinfeclion expérimentale, jusqu’a leur disparition. 

Dix lapins dont le sérum ne fixait pas l'alexine em présence 
de l’antigéne bacille de la fléole et de !’antigene tuberculeux 
ont recu par la voie veineuse 100 milligrammes de bacilles de 
la fléole en suspension homogéne dans 5 cent. cubes d’eau 
physiologique. Ces animaux ont été ensuite saignés tous les 
quinze jours jusquau quatre-vingt-dixieme jour, & des temps 
variables aprés l’inoculation : le lapin qui a été saigné pour la 
premiere fois quatre jours apres Vinoculation a subi la 
deuxiéme saignée quinze jours plus tard, c’est-a-dire le dix- 
neuvieme jour; un autre, saigné pour la premivre fois cing 
jours aprés Vinoculation, a subi la deuxiéme saignée quinze 
jours plus tard, c’est-a-dire le vingli¢me jour. Ces saignées 
successives, a un interyalle fixe de quinze jours, nous ont permis 
de suivre la courbe de chaque sérum, de quinze en quinze jours 
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et, en méme temps, de préciser l’évolulion des anticorps dans 
ce groupe d’'animaux. 

Nous avons, comme pour le tilrage de l'antigéne, utilisé la 
technique de Calmette-Massol avec l’extrait méthylique du 
bacille de la fléole. Au cours des saignées successives, ces 
anticorps ayant considérablement augmenté, nous avons em- 
ployé une dose de 0c. c. 1 de chaque sérum dilué a1 p. 4 dans 
l'eau physiologique, pour revenir a Ja dose de 0 c. c. 2 de 
sérum pur, lors des derniéres saignées. 


EVOLUTION DES ANTICORPS CHEZ LE Lapin. — Touies les réactions 
de fixation sont restées négatives avec les sérums récolltés les 
quatriéme, cinquiéme et sixiéme jours aprés inoculation 
bacillaire. Avec le sérum du septiéme jour, nous avons observé 
une réaction faiblement positive (fixation d'une dose d’alexine, 
déduction faite de la dose d’alexine fixée par le sérum seul). A 
partir du septi¢me jour, les réactions ont été eonslamment 
positives; les résultats des titrages de ces sérums, exprimés en 
unités, sont exposés dans le tableau ci-joint. 

Entre le septiéme et le quatorzitme jour, en général, Jes 
sérums sont pauvres en anticorps. D’autre part, il existe des 
différences individuelles importantes dans la faculté de pro- 
duire les anticorps chez les divers animaux : ainsi, & coté du 
sérum n° 6J titrant 40 unités le huitiéme jour, on voit le sérum 
n° 66 titrant 10 unités seulement le onziéme jour. Au cours des 
saignées ultérieures, ces dilférences individuelles s’accuseront 
davantage. 

Deuxieme sarignée. — Celle saignée a été pratiquée entre le 
dix-neuviéme et le yingt-huiliéme jour aprés l’inoculation. Ce 
qui caractérise les résultals des tilrages, c’est l'ascension 
brusque du taux des anticorps. Sauf les sérums n° 62 et 67 qui 
resteront jusqu a la fin trés'pauvres, on voit le titre du sérum 
n° 59 monter de 10 4 500 unités, celui du sérum n° 65 de 50a 
650 unités, celui du sérum u° 54, de 80 a 650 unités, etc. 

Troisiéme saignée. — Cette saignée a été pratiquée entre le 
trente-quatriéme et le quarante-troisiéme jour apres !’inocula- 
tion. Les sérums qui ont acquis rapidement Jeur maximum 
d'anticorps commencent & diminuer d’activité. Ceux des lapins 
n® 64 ct 65 par exemple, qui le vingt-huitidme et le vingt- 
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cinquiéme jour titraient 650 unités, n’en contiennent plus 
que 350. 

Quatriéme saignée. — Pratiquée entre le cinquantiéme et le 
soixante-quatriéme jour. La baisse des anticorps s’accentue. 
La plupart des sérums contiennent environ 50 unités. Ea étu- 
diant la courbe on remarque que, si l'ascension s'est effectuée 
d'un seul bond, Pabaissement s’est produit tout aussi brusque- 
ment, mais en deux étapes. 


50 —————_ 650 -—————_—- 350 —____ 50. 


Conguieme, sixiéme et septiéme saignées, — A partir du 
soixante-cinquiéme jour apres l’inoculation, les sérums restent 
tres pauvres en anticorps et titrent toujours moins de 50 unités ; 
ainsi les sérums provenant de la cinquiéme saignée, qui a été 
pratiquée entre le soixante-cinquiéme et le soixante-treizidme 
jour, titrent 40 et 10 unités. Des sérums, récollés entre le 
soixante-dix-neuviéme et quatre-vingt-huiliéme jour aprés 
Vinoculation (sixieéme saignée), un seul a titré 20 unités, tandis 
que les autres ont donné une réaclion de fixation négative. La 
sepliéme saignée a été pratiquée sur un seul lapin le cent- 
treiziéme jour; la réaction de fixation a été négative. 

Il se dégage de ces faits que si la diminution des anticorps 
s’opére rapidement entre la deuxiéme et la quatriéme saignée 
(650-50 unités, dix-neuviéme-soixante-quatriéme jour) leur 
baixse se poursuit ensuite lentement jusqu’a leur disparition 
totale qui s’opére yers le quatre-vingt-dixiéme Jour. A partir 
de ce moment, le sérum des animaux préparés par une inocu- 
lation de bacilles de la fléole se comporte comme le sérum des 
animaux normaux dans la dévialion du complément en pré- 
sence de l’antigéne spécifique. 

EXvoLUTION DES ANTICORPS CHEZ LES COpayES. — Bien que les 
cobayes soient en général de mauvais producteurs d’anlicorps, 
nous avons essayé de titrer, chez quelques animaux de cette 
espece inovulés avec le bacille de la fléole, les sensibilisatrices 
spécili ;ues de leur sérum. Ces animaux avaient regu des doses 
varices de bacilles par voie vcineuse et péritonéale. Les réactiuns 
ont été effectuées le sixiéme et le huitiéme jour aprés l’inocu- 
90 


ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


{380 


SNOILYAYHSHO 


‘9[09T ET ep SeT[loeq Sop sae seTNoouUT sulde] soyT zoyo enbhojowmoy suebrjue | 9a2e $9171} sdaootjue sep uoTyNOAT 


“OATIESON 


anol .¢}} 2 
ASNOIVS ANAILdS 


“OATILESON 
“OATLCBON 


‘SOUUN OZ 


inofl s88 OT 19 e6L 2] O41) U0 
FINOIVS ANATXIS 


‘SOUUN OF 
“soqtun OF 
‘soqun oy 


"sguun OF 


GINSIVS ANAINONIO 


anol »€L, 8] 39 ef9 OT OajUE 


"spqtun 9g 
“soqiun 9g 
“SaHIUN OF 
‘soqiun OF 
‘spqlun 0g 


“sgqun Og 


I 19 oF OE] eayue 


iS} 


GANOIVS ANAIWLVAO 


anof og 


“Spyrun Oy 


“spyun 04 


“SPUN OSE 
“SPHUN YE 
“SpyUN OF 
“Stun 0g 
“SPUN O¢E 


"sp}lun oge 


anol sy OT 48 oS ef erjUS 
HANOIVS ANAISIOUL 


‘seqlun 0g 
“seqlun QE 
spyun (gg 
spyiun 00g 
Ssg}UN 0% 
sgylun GE 
spylun ogg 
spyiun yeg + 
@ 
© a 5 
ey al 
i ot ie 
Q mn 
E 5 & 
Bi 
Se 


"Spun OF 


“(anol 29 91) 
OATTESON 


‘(anol og 91) 
SAT]ESON 


“SpyTUN OT 


‘(anol ay 97) 


DATTESON 
“spyun OF 
“So}lun 0g 
“‘SoyUan Oy 
“Sp}lUN 0G 


"s9y1uNn 0g 


Q 

=] 

~ 
oO 
cote ~ 
Ls & 
ee a 
oe Ss & 
SH sete ed 
Boe ww 
Swe. ae 
8 oo > 
= os 

cs 
ee oo A 
o ° eon 
Pie to} 

3 

aI 


19 


09 


NIdVT 1d OWSWAN 


1384 


DU BACILLE PARATUBERCULEUX DE LA FLEOLE 


‘gmof sap sednoas aed uojelnooury, seide sogusies gap seqyed 


‘sanol 99-61 *"SInot €L-79) ‘sano! 9g-6F ‘sanol gy-¥g ‘sunol 9Z-6T ‘sunol gp-L ‘samof 9-0 
= = ~eet or = sep Te a = 2 —— ee Sr PEEREAES SS SS OSB —— a 2 = % oD > 
pamage any = Ory Sa 7 Or 
Ce ae es ’ TOUS Sel erg h r 


a) oN N ++ +++ 
99oN W ore 
BGol \ as ates 
S9oN u cn 


TaNa oa ¢ 


/ 


‘aTO9YT,BI 9p SeT[Ioeq sop 99aAe SeTNooUrT sutde, buro zoyo sdaooryue sep WoTyNToOAd | queyusssidor onbtydery 


OST 


006 


[J 
2 
NAN 


00€ 


S 
2 
on 


= 
o 
a 
sdioormue,p sou) 


009 


| OSS 


4382 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


lation, en présence de l’antigéne tuberculeux et de l’antigene 
fléole. Ces expériences nous ont montré que la sensibilisatrice 
apparait dans le sérum plus précocement chez les cobayes 
inoculés par voie circulatoire que chez les cobayes inoculés par 
voie péritonéale : le huitiéme jour, elle fait défaut dans le 
sérum des animaux inoculés par voie péritonéale avec de 
grandes quantités de germes. 

En ce qui concerne les animaux inoculés par la yoie circu- 
latoire, le sérum de ceux qui ont recu des doses fortes (40 mil- 
ligrammes) contient la sensibilisatrice le sixiéme jour, tandis 
que veux qui ont recu 20 et 30 milligrammes de bacilles n’en 
contiennent pas le sixiéme jour. Le huiti¢me jour, la sensibili- 
satrice est présente méme dans le sérum des cobayes qui n'ont 
recu que 10 milligrammes par voie circulatoire; le sérum de 
ces cobayes fixe en méme temps lalexine et d'une maniére 
plus inlense en présence de l’antigéne tuberculeux. 

Une épizootie qui a décimé nos animaux nous a empéchée de 
poursuivre ces recherches Jusgu’a la disparition complete des 
anticorps. 


SPECIFICITE DES ANTICORPS. 


Nous avons suivi l’évolution des anticorps de trois sérums 
de lapin antibacilles de la fléole, en présence de l’antigéne 
tuberculeux et de trois autres antigeénes paratuberculeux, 
pour nous rendre comple d’abord s’ils fixent l’alexine avec un 
antigene autre que celui avec lequel les animaux ont été pré- 


parés; ensuite, si les courbes obtenues dans ces titrages com- 


paratifs sont superposables. Les réactions ont été faites avec 
le sérum provenant de 3 lapins qui avaient regu 100 milli- 
grammes de bacilles de la fléole par la voie veineuse et saignés 
pour la premiére fois entre le quatriéme et le treiziéme jour, 
puis, plusieurs fois, avec un intervalle de quinze jours. Voici 
ce que nous avons constalé : 

4° Les sérums antibacilles de la fléole ont la propriété de 
fixer l’alexine, non seulement en présence de | antigéne 
correspondant, mais aussi avec l’antigéne tuberculeux et les 
antigénes d'autres bacilles paratuberculeux. Les anticorps 
paratuberculeux ne sont done pas rigoureusement spécifiques. 

2° Les courb’s d’évolution des ‘anticorps oblenus avec ces 
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Fis. A. Aspect du poumon (lapin) quarante-huil heures aprés Vinjection intra- 
ae ea de 100 milligrammes de bacilles de Ja fléole. Granulie. Grossissement : 
100 diamétres. ‘ ; 


Fie. 2. — Aspect du poumon (cobaye) vingt jours aprés linjection intraveineuse de 
30 milligrammes de bacilles de la fléole. Tubercule pulmonaire; présence de cel- 
lules épithélioides et de cellules géantes. Grossissement : 450 diamétres. 


Fic. 3. — Aspect du poumon (cobaye) treize jours apres linjection intraveineuse de 
30 milligrammes de bacilles de la fléole. Tubercule avec amas ‘microbien central et 
jdébut d'un processus de suppuration. Grossissement : 150 diamétres. 


Fic. 4. — Aspect du poumon (cobaye) quarante-cing jours aprés Vinjection intra- 
veineuse de 30 milligrammes de bacilles de la fléole. Tubercule ancien, amas micro- 
bien central, réaction scléreuse périphérique mtense. Grossissement : 100 diamétres. 
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Fic. 6. — Aspect_du foie (lapin) cinquante jours apres l’injection intraveineuse de 
100 milligrammes de bacilles de la fléole. Granulie. Grossissement : 100 diamétres. 


Fic. 7. — Aspect du foie (cobaye) dix jours aprés l'injeclion intraveineuse de 30 mil- 
ligrammes de bacilles de la fléole. Veégénérescence graisseuse. Grossissement 
150 diamétres. 


Fis. 8. — Aspect du rein (lapin) cing jours aprés Vinjection intraveineuse de 100 mil- 
ligrammes de bacilles de la fléole. Granulie. Grossissement : 100 diaméetres. 


Fic. 9. — Aspect du rein (cobaye) dix jours aprés linjection intraveineuse de 30 mil- 
ligrammes de bacilles de la fléole. Début de suppuration d'un lubercule. Grossisse- 
ment : 100 diamétres. 
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Fic. 10. —, Méme lésion rénale. Grossissement : 220 diamétres. 
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différents anliggnes sont & peu pres superposables; ascension 
brusque de la premiere saignée, pratiquée entre le quatrieme | 
et le treiziéme jour, & la deuxieme, oti les sérums ont acquis 
un maximum d’anticorps; descente rapide en deux étapes | 
(Exemple : sérum n° 65, titré avec les trois anligénes). | 


Fie. 141. — Aspect du rein (cobaye) trente jours apres linjection intraveineuse 
de 30 milligrammes de bacilles de la fléole. Réaction scléreuse. Grossisse- 
ment : 150 diamétres. 


Photomicrographies de P. Jeantet. 


Institut Pasteur, Paris. 


De méme, nous avons recherché les anticorps en présence de 
Yantigéne tuberculeux avec tous les sérums provenant des dix 
lapins inoculés avec le bacille de la fléole, et nous avons cons- 
taté que ces anticorps sont décelés plus précocement par l’anti- 
géne tuberculeux que par l’antigéne homologue. 
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Titrage des anticorps de trois sérums antibacilles de la fléole 
en presence de lantigéne tuberculeux 
et de divers antigénes paratuberculeux. 
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Fléole. 50 650 350 50 50 
65 Tuberculeux. 80 + 450 300 200 200 
Grassberger.| + 90 + 650 + 450 400 
Fléole. 10 300 50 
52 Tuberculeux. 30 250 200 
Grassberger 10 450 200 
| 
\ Fléole. 40 500 300 
59 Preisz. 40 150 100 
Tuberculeux. 70 450 300 
| 


CONCLUSIONS. 


Le bacille de la fléole et, d’une maniére générale, les bacilles 
paratuberculeux acido-résistants ont des propriétés antigénes 
en ce sens que leurs extraits méthyliques dévient le complé- 
ment avec les sérums homologues et qu’ils provoquent l’appa- 
rition d’une sensibilisatrice dans le sérum des animaux aux- 
quels on les inocule. 

Les extraits méthyliques des bacilies paratuberculeux fixent 
également l’alexine, & des titres divers, en présence des sérums 
homologues et des sérums antituberculeux. Mais leur pouvoir 
antigene, mesuré en présence de la sensibilisatrice homologue, 
est inférieur 4 celuijdes antigénes tuberculeux. 

In vivo le bacille de la fléole forme des anticorps qui dévient 
le complément non seulement avec l’antigdne correspondant, 
mais aussi avec les extraits méthyliques de bacilles paratuber- 
culeux et de bacilles de Koch. Ces réactions de fixation s’entre- 
croisent et les substances qui les provoquent apparaissent 
ainsi dépourvues de spécificité. 

(Ca propriété antigene commune aux bacilles paratuberculeux 
et aux bacilles tuberculeux parait attribuable & la présence, 
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dans les extraits méthyliques de ces germes, de substances 
appartenant au groupe des phosphatides solubles dans l’alcool 
méthylique et insolubles dans l’acétone. 


Cc, — PROPRIETES ALLERGISANTES 


[. — Sensibilité aux corps microbiens 
homologues et hétérologues des cobayes 
et des lapins sensibilisés par le bacille de la fléole. 


D'aprés A. Boquet et L. Négre, les bacilles paratuberculeux 
sensibilisent les cobayes aux germes homologues, mais plus 
faiblement que les bacilles aviaires, et surtout que les bacilles 
tuberculeux virulents ou non. L’inoculation sous-cutanée de 
{0a 15 milligrammes de bacilles de Grassberger ou de bacilles 
de la fléole & des cobayes neufs détermine un léger awdéme et 
un épaississement qui se résorbent. Si l’on répéte ces injections 
toutes les trois ou quatre semaines sur les mémes animaux, 
lcedeme augmente de plus en plus et laisse aprés lui une petite 
induration ou un abcés. A partir de la quatri¢me inoculation 
il se produit un phénoméne de Koch. Le caractére nécrotique 
de la lésion de réinfection s’accentue au cours des inoculations 
ultérieures. De plus, on observe, comme pour les bacilles 
aviaires, une réviviscence des foyers anciens. Cantacuzéne en 
1905 avait signalé que, lorsqu’on fait au lapin des injections 
successives de bacilles de la fléole & des intervalles assez 
rapprochés pour que la résorption des bacilles de l’inoculation 
précédente soit incompléte, le volume des abcés croit avec le 
nombre des inoculations. Cantacuzéne rapproche ce fait du 
phénoméne de Koch, car Jes injections répétées de bacilles 
tuberculeux tués provoquent la formation de masses caséeuses 
de plus en plus grandes. Bruno et Erich Lange concluent éga- 
lement que les bacilles paratuberculeux peuvent déterminer 
un phénoméne de Koch chez les cobayes tuberculeux, ala con- 
dition qu’ils soient injectés & des doses plus fortes que les 
hacilles tuberculeux. 


Dans le dessein de compléter l'étude comparative des pro- 
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priétés sensibilisantes de divers bacilles acido-résistants, nous 
avons préparé des lapins et des cobayes en leur inoculant res- 
pectivement, par diverses voies, des bacilles de Koch virulents 
(types humain et bovin), des bacilles aviaires, des bacilles de 
Johne et des bacilles paratuberculeux saprophytes (bacilles 
de la fléole, Grassbacillus, bacilles de Grassberger et bacilles 
de Preisz) et nous les avons éprouvés, aprés un temps variable, 
par inoculation intradermique de germes homologues et de 
germes du méme groupe. Pour déclencher le phénoméne de 
Koch, nous avons injecté, dans le derme des cobayes ainsi 
préparés, 5 et 10 milligrammes de corps bacillaires vivants en 
suspension homogéne dans 0c. c. 1 ou 0c. c. 2 d’eau physio- 
logique. Puis nous avons suivi l’évolution de la lésion & partir 
de la vingt-quatriéme heure jusqu’a la régression des phéno- 
ménes inflammatoires. Quant 4 l’interprétation des réactions, 
nous l’avons toujours faite comparalivement avec celles des ani- 
maux neufs témoins. 


@) SENSIBILITE DERMIQUE AU BACILLE DE LA FLE&OLE DES COBAYES. 
SENSIBILISES PAR LE BACILLE DE LA FLEOLE. 


Nous avons sensibilisé un lot de cobayes par la voie dermique 
avec 50 milligrammes de bacilles de la fléole, puis nous les 
ayons éprouvés, aprés un délai de seize jours, en injectant dans 
l'épaisseur du derme 10 milligrammes de bacilles de la fléole; 
des cobayes ayant recu 20 et 30 milligrammes de bacilles de la 
fléole par la voie circulatoire ont été éprouvés onze et dix-neuf 
jours plus tard; enfin des cobayes sensibilisés par inoculation 
intrapéritonéale de 50 et 100 milligrammes de bacilles de la 
fléole ont été éprouvés onze et vingt-deux jours plus tard. 

La réaction locale ainsi obtenue différe par son aspect nécro- 
tique précoce, son inlensité plus grande et sa plus longue durée, 
de la réaction inflammatoire et suppurative que provoque 
Vinoculation de la méme dose de bacilles de la fléole daus le 
derme des cobayes normaux. Elle est comparable en tout point 
au phénoméne décrit par R. Koch chez les cobayes tuberculeux 
auxquels on réinocule par la voie sous-cutanée une dose mas- 
sive de bhacilles humains ou bovins. 
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6) SENSIBILITE DERMIQUE AUX BACILLES DE GRASSBERGER, 
Grassbacillus Er PRrEisz, DES COBAYES SENSIBILISES 
PAR LE BACILLE DE LA FLEQLE. 


Chez les cobayes neufs, Vinoculation intradermique de 
10 milligrammes de bacilles paratuberculeux de Grassherger, 
Grassbacillus et Preisz ne détermine qu’une réaction inflam- 
matoire trés discréte. 

De méme les cobayes sensibilisés par la voie circulatoire 
avec 10, 20, 30 et 40 milligrammes de bacilles de la fléole, puis 
éprouvés apres un délai de quarante-trois, quarante, trente- 
trois & quarante jours par inoculation intradermique de 10 mil- 
ligrammes de bacilles de Grassberger, de Grassbacillus et de 
Preisz ont présenté des réactions locales modérées quoique net- 
tement plus intenses que celles des cobayes neufs. Des cobayes 
sensibilisés avec 50 et 100 milligrammes de bacilles de la fléole 
par la voie péritonéale ou avec 200 milligrammes de bacilles 
de la fléole par la voie sous-cutanée ont réagi également les 
quarante-troisiéme et vingt et uniéme jours par des phénoménes 
inflammatoires et nécrotiques de faible intensité a lVinocula- 
tion des divers types de bacilles paratuberculeux. 

Par contre, tous les cobayes sensibilisés depuis dix-sept jours, 
par inoculation intradermique de 50 milligrammes de bacilles 
de la fléole, ont présenté un phénoméne de Koch typique aprés 


Yinoculation dans le derme de 10 milligrammes de bacilles de 
Koch stérilisés par la chaleur. 


a) REACTION THERMIQUE DES LAPINS SENSIBILISES 
AVEC LE BACILLE DE LA FLEOLE 
AUX CORPS MiCROBIENS HOMOLOGUES ET HETEROLOGUES. 


Le bacille de la fléole, le bacille de Grassberger, le Grassba- 
cillus et le bacille de Preisz, injectés a la dose de 10 milli- 
grammes par la voie veineuse & des lapins sensibilisés depuis 
trente jusqu’é trente-cing jours par inoculation intraveineuse, 
intrapéritonéale ou sous-cutanée de bacilles de la fléole, ont 


provoqué réguliérement une réaction thermique de 1°2 & 1°S 
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entre la quatriéme et la cinquitme heure. Aucun de ces diffé- 
rents bacilles injectés & la méme dose n’a déterminé d’hyper- 
thermie chez les Japins neufs témoins. 


Il. — Sensibilité aux extraits bacillaires 
homologues et hétérologues des cobayes 
et des lapins sensibilisés par le bacille de la fléole. 


Ramon et Ravaut, Ledoux-Lebard, Krompecher extraient 
des cultures en bouillon glycériné du bacille pisciaire, agées 
de trente jours, un produil qui, inoculé & la dose de 4 cent. 
cubes au cobaye tuberculeux, provoque une réaction ther- 
mique : 38°3-39°5. Terre a également obtenu des cultures du 
bacille de la carpe des produits solubles donnant sur les ani- 
maux tuberculeux les mémes réactions que la tuberculine des 
bacilles humains. Borrel, Pinoy et Burnet, malgré l’inoculation 
par la voie sous-cutanée et par la voie cérébrale de doses 
énormes d’extrails bacillaires ou de bacilles (600 milligrammes) 
tués par la chaleur n'ont pu mettre en évidence Vexistence de 
tuberculine active dans les baciiles paratuberculeux, ainsi que 
dans les extrails glycérinés de leurs cultures. Par contre, Weber 
et Bofinger démontrent que les paratuberculines produisent, 
chez Vhomme et chez les animaux tuberculeux, une réaction 
analogue a celle que donne la tuberculine vraie. 

D’aprés Irimescu, l’injection sous-cutanée de 1/4 de cent. 
cube de paratuberculine du bacille de Pétri-Rabinowitsch 
détermine une élévation thermique de 2° chez les cobayes 
tuberculeux. Cette dose suffirait méme pour amener la mort de 
ces animaux. 

Des résultats identiques furent obtenus avec Ja paratubercu 
line du bacille de la fléole, du bacille pisciaire et du bacille de 
Vorvet. La courbe thermique observée aprés l’injection sous- 
cutanée de 2 cent. cubes de paratuberculine, chez l‘homme 
tuberculeux, est semblable & celle que l’on constate avec la 
tuberculine de Koch. Irimescu rapproche la paratuberculine 
de la tuberculine vraie sans toutefois les identifier, car la pre- 
miére tue rarement les animaux tuberculeux. 

Coulaud, Moeller, Selter, Ludwig Lange, Long et W. Micu- 
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licz-Radecki estiment que les paratuberculines provoquent des 
réactions en tous points semblables aux réactions tuberculi- 
niques. 

Selon Bruno et Erich Lange, il faut employer des quantités 
de paratuberculine supérieures & celles de la tuberculine de 
Koch pour déterminer chez le cobaye tuberculeux une intra- 
dermo caractéristique. Les réactions positives typiques dispa- 
raissent plus rapidement que les réactions tuberculiniques 
vraies. L’homme tuberculeux réagirait plus fortement aux 
paratuberculines des bacilles acido-résistants saprophytes qu’a 
Ja tuberculine ancienne de Koch. 

A. Boquet et L. Négre démontrent que les paratuberculines 
des bacilles de la fléole et de Grassberger, ala dose de 1 cent. 
cube, ne sont pas toxiques pour les cobayes tuberculeux et que 
les animaux sensibilisés par les bacilles paratuberculeux 
résistent parfailement a l’inoculation intrapéritonéale de plu- 
sieurs doses de tuberculine mortelles pour l’animal tubercu- 
leux. Ils en concluent que les bacilles tuberculeux et para- 
tuberculeux contiennent une substance commune ou des 
substances de composition voisine, qui interviennent dans les 
réactions d’hypersensibilité, et que ces substances different 
des groupes toxiques qui caractérisent les bacilles de Koch. 
C’est ce que nous avons cherché a vérifier par les expériences 
suivantes : 


@) SENSIBILITE A LA PARATUBERCULINE HOMOLOGUE DES COBAYES 
INOCULES AVEU LE BACILLE DE LA FLEOLE. 


1° SenstBitité peRMigue. — Nous avons éprouvé par injec- 
tion intradermique de 0c. c. 4 de fléoline, diluée au 1/10 dans 
eau physiologique, sept cobayes qui avaient recu, depuis trois 
jusqu’a dix-sept jours, dans la veine jugulaire, des doses variées 
de bacilles de la fléole allant de 10 & 40 milligrammes en sus- 
pension homogéne dans 1 c. c. 5 d'eau physiologique. Indépen- 
damment de la quantilé de germes utilisés pour la sensibilisa- 
lion des animaux et de la durée de l’incubation, nous avons 
toujours observé, consécutivement a ces inoculations d’épreuve, 
des réactions semblables, de faible intensité. Vingt-quatre 
heures aprés l’injection de fléoline, il s’est produit dans la zone 
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injectée une réaction inflammatoire, avec un érythéme diffus 
et une légére infiltration. Quarante-huit heures aprds, la réac- 
tion gardait presque les mémes caractéres. Les jours suivants, 
Vérythéme palissait et ilrestait un petit nodule arrondi, mobile, 
de faibles dimensions. Ces réactions faibles ne rappelaient nul- 
lement Vintensité des phénoménes inflammatoires et nécro- 
tiques de la réaction tuberculinique. 

(Qluelques cobayes du méme lot ont été 6prouvés par la suite 
avec une dose plus forte de fléoline injectée dans le derme 
(0c. c. 3 dune dilution au 1/8). Leur réaction a été plus pro- 
noncée; plaque cedémateuse de 20 millimétres de diamétre, 
avec un centre livide et d’aspect nécrotique, entouré d'une zone 
érythémateuse. 

A titre de comparaison nous ayons pratiqué l’intradermo- 
réaction avec 0 c. c. 4 de fléoline au 1/10 et avec 0c. c. 3 d’une 
dilution au 1/8 chez quatre cobayes neufs. Nous avons obtenu 
seulement des petits nodules inflammatoires et un érythéme 
discret. 

Des cobayes sensibilisés avec 200 milligrammes de bacilles 
de la fléole, par la voie sous-cutanée ou par inoculation intra- 
dermique ou encore par inoculation intrapéritonéale de 50 a 
100 milligrammes de ces bacilles, ont été éprouvés par injection 
intradermique de 0 c.c. 1 de fléoline diluée au 1/10, aprés un 
délai variant de trois @ vingt-cing jours. Tous ont présenté des 
réaclions légéres. 

Il résulte de ces expériences que les cobayes sensibilisés par le 
bacille de la fléole réagissent a Tinoculation intradermique de 
Textrait bacillaire correspondant. La quantilé de germes utrlisés 
pour ta sensibilisation et la vote d inoculation nexercent 
aucune influence appréciable sur la réactivité des cobayes a la 
fléoline. 


2° Sensipivire THERMIQUE. — L/injection intrapéritonéale de 
0 c.c. 5 de fléoline chez le cobaye neuf ne provoque aucune 
réaction thermique. Par contre, nous avons observé une éléva- 
tion de 1° consécutivement a linjection intrapéritonéale de 
0 c.c. 1 de fléoline chez les cobayes qui avaient recu, depuis 
dix-neuf & cinquante-trois jours, des doses allant de 30 a 
200 milligrammes de bacilles de la fléole. Des cobayes éprouvés 

91 
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cent sept jours apres la sensibilisation avec les mémes germes 
n’ont pas réagi & linjection de 0 ¢.c. 5 de fléoline. 

Dés le neuvitme jour apres l’inoculation intraveineuse, 
péritonéale ou sous-cutanée de hacilles de la fléole: et jusqu’au 
quatre-vingt-dix-sepliéme jour, les lapins réagissent par une. 
hyperthermie supénieure & 41° a linoculation intraveineuse 
de 1 cent. cube d’une dilution au 1/40 de fléoline. C'est seule- 
ment a partir du cent-septitme jour que les épreuves: au 
moyen de: la fléoline sont restées: négalives. 


6) SENSIBILITE AUX PARATUBERCULINES HETEROLOGUES 
DES COBAYES SENSIBILISES PAR LE BACILLE DE LA FLEOLE. 


Les cobayes neufs témoins ne réagissent pas a Vinoculalion 
intradermique de 0c.c. 2 des paratuberculines des bacilles de 
Grassherger, Preisz et Grassbacillus. Nous avons éprouvé, par 
injection inlradermique de 0 c.c. 2 de ces extraits bacillaires, 
dilués au 1/10, un certain nombre de cobayes sensibilisés 
depuis trente jusqu’é soixante-dix-huit jours, par des voies 
différentes, avec 10, 50 et 100 milligrammes de bacilles de la 
fléol!e. Tous ont réagi nettement. Nous pouvons en conclure 
que le bacille de la fléole sensibilise les cobayes aux paratuber- 
culines hétérologues. Cependant lorsque le bacille est inoculé 
par toute autre voie gue lw voie circulatoire, la sensibilité 
paraspécifique est médiocre et ne se traduit & l’épreuve que 
par des réactions de faible intensité. 


¢) SENSIBILITE 4 LA TUBERCUBINE DES COBAYES. 
ET LAPINS. SENSIBILISES PAR BE BAGILLE DE LA. FLROLE. 


a) Copayes. — Des cobayes qui avaient recu des quanlilés 
allant de 100 4 200 milligrammes de. bacilles de la fléole par 
diverses voies (circulatoire, péritonéale, sous-cutanée) onl été 
éprouvés aprés une incubation allant de trois jusqu’a dix-sept 
jours. Aucun d’eux n’a réagi. Les memes cobayes, éprouvés a 
différentes reprises avec des doses plus élevées de tuberculine 
allant jusqu’a 0 c.c. 3 d'une dilution au 1/8, mont présenté 
aucune réaction nette. 
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De réactions de faible imtensité ont été obtenwes chez ces 
animaux avec les mémes doses de tuberculine aviaire. 


6) Larins. — Vingt et um lapins sensibilisés par des bacilles 
de la fléole par la voie circulatoire ont réagi & partir du 
neuviéme jour jusqu’aw quatre-vingt-dixiéme jour a l injection 
intraveineuse de 0c.c. 3 de tuberculine brute (diluée au 1/10 
dans l'eau physiollogique). Les lapins inoculés dans les mémes 
conditions par les voies péritonéale et sous-cutanée ne réa- 
girent pas méme & des fortes doses de tuberculine. 


Ill. — Propriétés réactionnelles et toxiques du bacille de la 
fléole et de la fléoline a légard des cobayes et des lapins 
sensibilisés par divers bacilles paratuberculeux et les bacilles 
tuberculeux. 


{° Réaction DERMIQUuE. — Cinq cobayes sensthilisés avec 
145 milligrammes de bacilles de Johne par la voie péritonéale 
ont été éprouvés cinq mois aprés par injection intradermique 
de 0 c.e. 1 de fléoline diluée au 1/10. Un deux seulement a 
présenté une réaction intense avec des phénomenes inflamma- 
toires marqués et suivis de nécrose. 

Quatorze cobayes sensibilisés avec 0 gr. 001 de bacilles bovins 
par voie sous-culanée ont été éprouvés, comme les précédents, 
apres un délai de trois mois. Tous ces animaux ont présenté 
des réactions de faible intensité caractérisées par de l’érytheme 
et une infiltration discréte qui ont disparu rapidement. 

Nous avons également éprouvé a la fléoline trois cobayes qui 
avaient recu trois mois auparavant 1 milligramme de bacilles 
aviaires par voie péritonéale. Ls ont présenté une réaction 
intense gui rappelait par ses caractéres inflammatoires et 
nécrotiques la vrare réaction tuberculinique. 

Tous ces animaux sensibilisés par le bacille de Johne, le 
bacille tuberculeux bovin ow le bacille tuberculeux aviaire 
ont réagi par un phénomeéne de Koch typique, a inoculation 
intradermique de 5 milligrammes de bacilles de la féole. 


2° Reaction tHeRwiQuE. — Deux lapins ayunt regu 0 milligr. 1 
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de bacilles de Koch dans la veine deux mois auparavant firent 
une ascension thermique de 1°6, l'une aprés une injection de 
0c.c.4 de fléoline, autre aprés une injection intraveineuse 
de 10 milligrammes de bacilles de la fléole. 

De 5 lapins sensibilisés avec 25 milligrammes de bacilles 
de Johne par la voie veineuse, deux mois auparavant, un seul 
réagit (1°7) a la fléoline. 

De deux cobayes sensibilisés avec 0 milligr. 1 de bacilles 
bovins Vallée trois mois auparavant un seul a réagi a 0 c.c. 1 
de fléoline. 


PROPRIETES TOXIQUES 
DES BACILLES DE LA FLEOLE ET DE LA FLEOLINE. 


Dix cobayes sensibilisés avec des quantilés variées, allant de 
10 milligrammmes jusqu’a 200 milligrammes, de bacilles de la 
fiéole par voie circulatoire, péritonéale, sous-cutanée et der- 
mique depuis vingt jusqu’aé cinquante-cing jours, ainsi que des 
cobayes tuberculisés depuis plus de deux mois, ont supporté 
sans dommage une nouvelle quantilé de bacilles variant de 
30 8 250 milligrammes, et 1 cent. cube de fléoline inoculée par 
la voile péritonéale. 

Ces expériences démontrent l’absence de toxicité du bacille 
de la fléole et de la fléoline & l’égard des animaux allergiques. 


Conclusions générales. 


Le bacille de la fléole, s'il est injecté au cobaye sous la peau 
ou dans le péritoine, ne provoqué que des lésions locales. 

Par contre, inoculé dans la veine, & des doses allant jusqu’a 
100 milligrammes, il donne lieu & une sorte de granulie & pré- 
dominance rénale et pulmonaire, qui évolue vers la guérison 
par cicatrisation fibreuse. Cependant, cette dose massive ne tue 
pas les animaux. La mort, lorsquelle se produit, est la consé- 
quence d’infections secondaires par les « microbes de sortie », 

Le bacille de la fléole et les autres bacilles paratuberculeux 
ont des propriétés antigénes 7m vivo et in vitro. 

Leurs extraits méthyliques fixent lalexine en présence des 
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sérums homologues et des sérums antituberculeux, mais leur 
pouvoir antigéne est inférieur 4 celui de bacilles tuberculeux. 

In vivo, le bacille de la fléole forme des anticorps qui dévient 
le complément avec l’antiggne homologue et avec l’extrail 
méthylique de bacilles de Koch. Toutes ces réactions s’entre- 
croisent, et les substances qui les provoquent apparaissenl 
ainsi dépourvues de spécificité. 

Au méme titre que les divers types de bacilles tuberculeux, 
le bacille de la fléole est doué de propriétés allergisantes, 
sensibilisantes et déchainantes a l’égard du lapin et du cobaye. 
Bien quil n’engendre aucune lésion tuberculeuse vraie, il 
sensibilise les animaux neufs a (inoculation intradermique 
ultérieure de bacilles de la fléole vivants et de extrait de ces 
germes. Mais ce bacille est beaucoup moins actif dans son 
pouvoir sensibilisant que les bacilles pathogénes; il est néces- 
saire, pour préparer les animaux, de leur inoculer une grande 
quantilé de germes. D’autre part, la sensibilité & Vextrait du 
bacille de la fléole n’est nullement en rapport avec la quantité 
de bacilles inoeulés pour la préparation de l’animal et avec les 
voies de cette inoculation préparante. 

Outre ses propriétés sensibilisantes, le bacille de la fléole 
posséde des propriétés déchainantes en ce sens qu'il provoque 
le phénoméne de Koch chez les cobayes sensibilisés avec le 
germe homologue. Toutefois les doses nécessaires pour pro- 
duire l’eschare sont plus élevées pour le bacille de la fléole que 
pour les bacilles tuberculeux virulents ou avirulents. 

Les diverses manifestations générales el locales de cet état 
dhypersensibililté peuvent étre éveillées non seulement par les 
bacilles homologues et par leurs extraits (paratuberculines), 
mais aussi par les bacilles paratuberculeux appartenant a 
d'autres especes et par leurs extrails, et méme par les bacilles 
tuberculeux et les tuberculines. Réciproquement, chez les 
cobayes tuberculeux, des réactions locales (phénoméne de Koch) 
peuvent étre provoquées par l’inoculalion intra-cutanée de 
bacilles paratuberculeux vivants. Contrairement & ce qu’on 
observe avec les bacilles tuberculeux il n'y a pas de différences 
entre les propriélés réactionnelles des divers bacilles para- 
tuberculeux. 

Il faut donc admettre que les différents germes tuberculeux 
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et paratuberculeux contiennent des substances de composition 
et de structure trés voisines dont dépendent ces phénomenes de 
cosensibilisation. 

Le bacille de Ja fléole laisse diffuser dans le milieu de culture 
une paratuberculine dont Vactivité réactionnelle est beaucoup 
plus faible que celle de la tuberculine de Koch & l’égard des 
cobayes hypersensibles. Cette paratuberculine, injyectée dans le 
derme ou dans la circulation des aninvaux sensibilisés par 
d'autres bacilles parataberculeux ou par des bacilles tuber- 
culeux, provoque les mémes iréactions que la tuberculine chez 
les animaux sensibilisés par le bacille de Koch. Mais elle n’est 
pas toxique, méme a haute dose, pour ces animamx. D’ot |’on 
peut conclure avec A. Boquet et L. Négre que si la fléodine ren- 
ferme des substances réactionnelles analogues a celles de la 
tuberculine, elle différe de cette derniére par l’absence de lélé- 
ment toxique qui entraine la mort des animaux tubercu- 
leux. 

De méme, Jes corps microbiens du bacille de la fléole qui 
déterminent une réaction thermique chez animal sensibilisé 
par le bacille de la fiéole sont également atoxiques pour 
Vanimal neuf, pour animal sensibilisé ct pour l’animal tuber- 
culeux. 

Les paratuberculines des bacilles de Grassberger, Grass- 
bacillus, de Preisz, se comportent comme la fléoline 4 I’égard 
des animaux allergiques. Toutefois celle du bacille de Grass- 
berger est moins active. 

Bacilles tuberculeux et paraluberculeux, ouwtre Jeurs carac- 
téres morphologiques et leur acido-résistance, sont donc reliés 
entre eux par des propriélés antigénes, sensibilisantes et réac- 
tionnelles communes, qui autorisent & admettre l’existence, 
dans ces différents germes, de protéines et de Lipoides de 
composition et de structure voisines. 

La parenté des bacilles tuberculeux et paratuberculeux 
devient ainsi plus évidente. Représentants d’un méme groupe 
de mycobactéries, ils dérivent peut-étre dun ancétre commun, 
dont un petit nombre de descendants ((bacilles tuberculeux, 
bacille de la lepre, bacille de Johne) se seraient adaptés héré- 
ditairement & la vie parasitaire. Mais rien jusqu’ici n’aulorise a 
admettre Ja possibilité d'une transformation inverse, c’est-a- 
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dive la régression d’un bacille acido-résistant pathogéne en 
bacille acido-résistant saprophylte. 


Nous exprimons nos iremerciements trés reconnaissants 4 
M. A. Boquet, chef de laboratoire & IInslitut Pasteur, qui nous 
a constamment guidée et nous a donné des renseignements 
précieux, ainsi qua M. le D' Coulaud quinous a aidée dans la 
lecture des coupes histologiques et dans l'interprétation ana- 
tomo-pathologique de cette étude. 
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RACES SEROLOGIQUES DU B&. PERFRINGENS 


par Mile A, HOWARD. 


(Travail du laboratowre de M. Weinberg. ) 


L’étude des types sérologiques des différentes especes micro- 
biennes prend de jour en jour une importance plus grande. Si, 
pour certaines espéces, surtout aérobies, on a netlement déli- 
mité par l’agglutination des races différentes d'un méme 
microbe, il n’en est pas tout & fait de méme en ce qui concerne 
les microbes anaérobies. Kt parmi les espéces anaérobies les 
plus fréquentes, on conslate avec surprise que la question des 
différentes races sérolegiques du B. perfringens a été fort peu 
étudiée. 

D’ailleurs, le B. perfringens ne semble pas donner naissance 
a une formation abondante d’agglutinines. C’est ainsi que le 
sérum des sujets atteints d'une infection & B. perfringens 
agglutine trés rarement ou trés peu ce microbe. E. Klein, dés 
1898, n’a pu oblenir d’agglulinines chez les animaux de labo- 
ratoire, en injectant une dose mortelle ou non mortelle de 
B. perfringens. 

Pic et Lesieur, soutenant que le bacille d’Achalme, mainte- 
nant identifié comme B. perfringens, élait la cause du rhuma- 
tisme articulaire aigu, ont cherché (1899) les agglutinines pour 
ce hacille dans le sérum. des malades alteints de cetle maladie. 
Bien quayant trouvé le bacille d’Achalme dans un certain 
nombre de cas, ils ne sont jamais arrivés a déceler d’agglu- 
tinines pour ce microbe dans le sérum des malades. 

Herter (1906) confirmant les expériences de Theobald Smith 
(1906) constate que le sérum des malades atteints d’anémie 
pernicicuse, chez lesquels la flore intestinale est composée 
presque exclusivement de B. aerogenes capsulatus (B. perfrin- 
gens), na jamais agglutiné une culture du méme microbe. 
Cependant, Hewlett (1911) rapporte quelques cas ot le sérum 
d’un malade infecté par le B. welchit (B. perfringens) renfermait 
des agglulinines pour ce microbe. 
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La préparation de sérums agglutinants anti-perfringens sur 
Vanimal a donné lieu a des résultats contradictoires. C'est 
ainsi que Kamen (1904) a employé plusieurs méthoies d’immu- 
nisation, mais n’a jamais réussi & préparer un sérum agglu- 
linant, méme par Vinjection de cultures vivantes. 

Picchi (1907) aobtenu des résultats semblables. Mais Passini 
(1904) décrit des agglutinations positives avec le B. welchi et 
le sérum de malades atteinis de diarrhée. Cependant, ses 
résultats sont douteux, car le sérum de ces mémes malades 
agelutinait également ie B. putrificus. Acceptant.l’hypothése de 
Srlneniann et Grassberger, d’aprés laquelle il existe deux 
types de B. perfringens, le type sporulant et le type non sporu- 
lant, Passinia préparé trois sérums agglutinants, un sérum contre 
vhaque type de B. welchii et un autre contre le B. putrificus. 

Voici ses résultats : 

1° Le sérum anti-puirificus agglutinait la souche homologue 
et le B. perfringens (type sporulant). 

2° Le sérum anti-perfringens (type sporulant) agglutinait le 
type sporulant et le type non sporulant, et, en Bie le B. putri- 
ficus i des taux plus bas. 

3° Le -sérum anti-per/ringens non sporulant agglutinait seu- 
lement les deux types de B. perfringens. 

L’année suivante, Werner (1905), avec 4 souches de B. per- 
fringens de différentes origines, a préparé 4 sérums agglu- 
tinants sur 4 lapins. Il injectait par voie intraveineuse, tous les 
six ou sept jours, un antigéne qui consistait en une culture sur 
gélose inclinée tuée a 60° C en suspension dans de l’eau physio- 
logique. Le sérum de chacun des 4 animaux agglutinait la 
souche homologue, mais pas les trois autres. Cependant le 
sérum d'un animal immunisé contre un gaz-bacillus provenant 
d’un échantillon de lait agglutinait un autre gaz-bacillus du 
méme échantillon. Une des souches employées par Werner 
était une souche originelle de Fraenkel. 

Rocehi( 1914), cherchant une relation ouun élément de séro- 
diagnostic parmi les especes de B. perfringens ou bien parmi 
les différentes souches de la méme espdce, a préparé des 
sérums agglutinant le B. perfringens, le B. chauvei, le B. botu- 
linus et eat bacilles correspondant au B. welchii. Les 
résultats de ces agglutinations ont été négatifs. 
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Les souches de B. welchii étaient seulement agglutinées par 
les sérums homologues. 

Weinberg et Seguin (1918) ont repris la question de la pré- 
peration d'un sérum agglutinant. Pensant que I’échee de tant 
(auteurs était dt &.ce qu’ils n injectaient pas assez de corps 
microbiens, ils ont injecté au cheval plusieurs litres de culture 
en plusieurs mois, et le séram obtenu agglulinait au 1/500- 
1/2:000 la souche homologue. 

Simonds (1915) a étudié une cinquantaine de souches pour 
élablir une classification des souches ou des ‘types de B. per- 
fringens. Avec 5 souches isolées par lui, il a:préparé 5 sérums 
agglutinants en faisant des injections intra péritonéales aux 
lapins. I] n’a pas obtenu de trés bons résultats. I lui fut impos- 
sible de produire un sérum ageglutinant de titre plus élevé que 
1 p. 80 et encore avec des résultats variables suivant les 
souches. Pour deux de ces souches, il n’a pu produire d’agglu- 
tinines, méme pour les souches:- homologues. Sur 23 souches, 
10 n’étaient pas du tout ageglutinées. Pour ses agglutinations, 
Simonds a toujours employé une culture de six jours en bouillon 
simple, non sucré sous huile; le dépot du fond de ces cultures, 
émulsionné, Ini servait d’antigéne. 

Sa tentative de classification sérologique des souches de 
B. perfringens wayant pas réussi, il a proposé une classificalion 
par groupe ou type basée sur le pouvoir fermentaire pour la 
glycérine et linuline, avec production d’acide et de gaz, ou sur 
la formation de spores dans un milieu alcalin contenant ces 
sucres. D’aprés lui, il existe 4 groupes biochimiques de B. per- 
fringens. 

Dans le paragraphe de notre mémoire consacré a l'étude com- 
parative des types biochimiques et les types sérologiques de 
B. perfringens nous rappellerons sa classification. 

En résumé, toutes les tenlatives de préparer sur lapin un 
sérum agelutinant anti-perfringens de ‘titre élevé ont échoué. 
Weinberg et Seguin ont préparé un sérum fortement agglu- 
tinant sur chevul, ‘mais, pour nos études, le sérum ‘de cheval 
convenait moins bien que le ‘sérum de lapin, les recherches de 
Weinberg et Barotte ayant montré que le sérum ‘normal ‘de 
cheval renferme quelquefois des agglutinines anti-perfringens. 
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Recherches personnelles. 


A. — AGGLUTINATION PAR LE SERUM DE CHEVAL 
IMMUNISE CONTRE LE « B. PERFRINGENS ». 


Nous avons repris cette étude et nous avons tenté d’isoler 
des types sérologiquement différents de B. perfringens. Nos 
recherches ont porté sur une soixantaine de souches du labora- 
toire de M. Weinberg. Ces souches étaient d’origines diverses 
comme le montre le tableau ci-contre : 


Miorecesarcancrene az Cuce yn mm itomn ie tls enn os 
Florecdesappendyeite: 2 =. 1 a ete =) in mc at ee ee 
lnikonee sean, Cle Mites, ale 2 oo oo oO eS 4 
Sang et matiéres fécales au cours de la fiévre lyphoide. 7 
AUNT SSKONIGUNC Sia tay we) ane 6 


Nous avons d’abord étudié ces 60 souches avec les sérums 
de cheval préparés au laboratoire : un sérum antimicrobien, 
un sérum antitoxique, ef un sérum mixte a la fois anlitoxique 
et anlimicrobien. Nous avons obtenu les résultats suivants : 


Souches agglutinées . . 0 
Souches dépassant un taux de 1/5.000 (souche omens 4 
Sowehesmenbtrerq/ 200 One bly" (0 Usman ener een renee 2 
Souchessausdessuis deckMe0.005) aes aiken munis) nem an snes 10 
Souches entre 1/500 et 1/1 000 eee Perper: |) 
SOU MES: CMS WAN SMM 8s Ge no oo ec ee OB 
SOMES CUECIESSOWIS CheAN/AWD, a5 op 6 6 oe oe oe oe ec 19 
SOUS TON KNTINNIN Cha 6 Go oo 5 pow hg ol 


B. — AGGLUTINATION PAR LE SERUM DE LAPIN. 


ll restait 20 souches qui n’élaient pas agglutinées par le 
sérum de cheval. Parmi ces 20 souches, nous avons préparé 
15 sérums agglutinants anli-per/ringens. Nous avons vu que la 
plupart des auteurs ont obtenu trés difficilement des sérums 
agglutinants anti-perfringens & des taux suffisamment élevés. 
Nous avons utilisé la technique suivante : 


1° PREPARATION DES SERUMS AGGLUTINANTs. — Nous avons uli- 
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lisé le procédé de Davesne pour la préparation rapide d’un 
sérum agglutinant avec un antigéne dont on ne pourrait sans 
danger augmenter les doses. Cet auteur a employé des cobayes, 
tandis que nous avons pris des lapins comme animaux d’immu- 
nisation. 

Nous avons préparé trois lapins avec le méme antigéne 
microbien. Comme anligene nous nous sommes servi d’émul- 
sion microbienne provenant d’une culture de B. perfringens de 
vingt-quatre heures eu bouillon glucosé, centrifugée et reprise 
par Peau physiolugique. Cette 6mulsion fut chauffée une heure 
& 60°C au bain-marie. Nous avons injecté, par voie intravei- 
neuse, des doses d’antigéne de plus en plus fortes (3/4 de cent. 
cube, 1 cent. cube, 2 cent. cubes, 3 cent. cubes, 4 cent. cubes, ete.). 
Le lapin B-73 a recu des doses croissantes d’antigéne tous les 
trois jours, et en plus, immédialement apres Vinjection d’émul- 
sion microbienne, et sans retirer l’aiguille de la veine, 4 cent. 
cube de sérum normal de lapin. Le lapin B-74 fut également 
injecté tous les trois jours, mais ne recut pas de sérum en 
méme temps que l’antigene. Chez le lapin B-75, les injections 
d’antigéne sans sérum furent pratiquées tous les six jours. Nous 
avons obtenu les résullats suivants : 
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Ce tableau nous permet de confirmer les conclusions de 
Davesne sur l’obtention plus rapide d'un sérum agztutinant 
par des injections rapprochées d’anligéne microbien associees 
4 des injections de sérum homologue. La différence eutre le 
pouvoiragglutinant dusérum du lapin B-73 (antigene + sérum) 


1408 ANNALES DE LINSTLTUT PASTEUR 


et le sérum du lapin B-74 (antigéne seul) est surtout marquée 
dans le début de himmunisation. Ce fait tient probablement 
aux proportions relatives du sérunv et de l’antigéne injectés, 
la dose de sérum restant fixe (1 cent. cube) et les doses d’anti- 
gene croissant a chaque injection. 

En étudiant Ja courbe du pouvoin agglutinant apres la der- 
niere injection d antigéne, nous:avons montré que si le powvoir 
agelutinant du sérum chez les animaux bhyperimmunisé< par 
voie intraveineuse atteint son maximum dans les jours qui sui- 


Tasreau It 
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i 8 12, Ge 20M 2s 28: 32) 36 ho 4 8 12 6 20 24 28 32 36 uO 
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eee te evel 5 
0 | a — Ss att a pees eww 
Lapin B-410. Lapin B-5. 


vent immédiatement la derniére injection, il est inutile 
d’attendre huit jours ou plus, comme on le fait habituellement, 
pour la saignée, qui peut étre pratiquée au bout de trois jours. 
Comme exemples, nous avons pris 4 des lapins qui nous avaient 
servi & obtenir des sérums agglutinants anti-perfringens, selon 
la méthode d'immunisation exposée ci-dessus. 

Le sérum du lapin B-72 agglutinait immédiatement avant la 
derniére injection la souche homologue & 1 p. 1.000. Ce taux 
n’a pas 6lé modifié par cette derniére injection et s’est main- 
tenu pendant neuf jours. Avant la derniére injection, le sérum 
du lapin B-7 agglutinait la souche homologue 41 p. 1.000; le 
lendemain de la derniére injection le taux d’agglutination s'est 
Glevé 41 p. 1.200, s'est maintenu entre £ p. 1.200 et 1 p. 1.400 
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pendant les six jours suivants et a commencé i baisser ensuite. 
Le pouvoir agglutinant du sérum du lapin B-10, de 4 p. 700 
avant la derniére injection est monté quarante-huit heures 
apres a 1 p. 1.000 pour redescendre le lendemain a1 p. 700 et 
s'est ensuite maintenw & ce taux. Chez le lapin B-5. le pouvoir 
agelutinant était de 1 p. 700 avant la derniére injection. I] s’est 
élevé en trois jours jusqu’a 1 p. 1.400, est resté cing jours & ce 
niveau, puis est redescendu 44 p. 800. 

En tenant compte de ces résultats, nous avons saigné tous 
nos lapins, ulilisés pour la préparation de nos sérums agglu- 
tinants anti-perfringens,, trois ow quatre jours aprés la derniére 
injection, 


2° TecuNiQuE DE u’AGGLUTINATION. — Sur les 20 souches qui 
n’staient pas agglutinées par le sérum de cheval, nous avons 
préparé sur lapin 15 sérums agglutinants, et, avec ces 1/5 sérums 
agglutinants, nous avons fait des agglutinations croisées avec 
toutes les souches du laboratoire. Nous nous sommes servi 
comme antigéne dune émulsion microbienne provenant d'une 
culture de vingt-quatre heures en bouillon glucosé, centri- 
fugée, reprise par l'eau physiologique et diluée quatre & cing 
fois. Aprés quatre heures d’étuve & 37° €, on fait une premiére 
lecture, et on nole une deuxiéme fois les résultats apres avoir 
laissé les tubes de quinze & vingt-quatre heures & la tempéra- 
ture du laboratoire. 


3° Risuttats. — Nous ne donnerons pas intégralement les 
résultats que nous avons obtenus par |’étude de nos 60 souches 
différentes de B. perfringens avec les 15 sérumsagelutinants.que 
nous avons préparés sur lapin. Dans le fableau II (page 1410) 
nous avons montré qu'il étail possible, avec 8 sérums différents, 
d’obtenir l'agglutination de ces différentes souches 4 une excep- 
tion prés. La souche n° 9, en effet, n’a été agglutinée au bout 
de vingt-quatre heures qua 1 p. 200 par le sérum de cheval 
préparé. 

A un examen approfondi, on est frappé par ce fait que cer- 
taines souches possédent des propriétés agglutinatives trés 
accentuées puisqu’elles sont agglutinées a des taux variables 
par tous ics sérums de lapin. 
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Le tableau IIT rend compte des différences extrémes qu'il est 
possible de constater dans l’agglutinabilité des différentes 
souches. 


Tasieau II]. — Variations 
dans l’agglutinabilité des différentes souches 
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Mais ce tabieau va nous permettre de faire d’autres consta- 
tations particulitrement intéressantes. Nous y avons cité a 
dessein les souches 2, 8, 15, 56, qui ne sont agglutinées que 
par le sérum homologue. Sur les 60 souches étudiées, nous 
n’avons trouvé que ces 4 souches qui fussent complétement 
différentes au point de vue sérologique. Mais les sérums pré- 
parés avec ces souches se sont montrés susceptibles de provo- 
quer lagelutination d’autres souches microbiennes, dont les 
sérums homologues étaient restés sans action sur ces 4 types 
nettement définis. Le tableau IV permet de préciser les faits. 


Tasceau IV. 


SERUMS 


NOMBRE 
de souches agglutinées 
NOMBRE 
de souches agelutinées 
NOMBRE 
de souches agglutinées 
au-dessous de 1/100 


au 1/1.000-++ 
NOMBRE 
de souches agglutinées 


=) 
=< 
& 
() 
= 
ica] 
4 
a 
= 
° 
Zz 


de 1/100 a 1/500 


de souches agglutinées 
de 1/500 a 1/1.000 


Sérum préparé avec la souche 2. . 
Sérum préparé avec la souche 8. . 
Sérum préparé avec la souche 45. . 
Sérum préparé avec la souche 56. . 
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Il ressort done de nos recherches gue, d’une part, en ce qui 
concerne la souche étudiée, son agglutinabilité peut étre tres 
variable, certaines souches tant agglutinées par tous les 
sérums, d’autres par le seul sérum homologue; d’autre part, 
pour ce qui est d’un sérum agglutinant préparé avec une 
souche quelconque de B. perfringens, on note la méme irrégu- 
larité ; c’est ainsi qu’en prenant comme antigéne une souche 
agglutinée seulement par le sérum homologue, on obtient un 
sérum agelutinant qui est actifnon seulement vis-a-vis de cette 
souche, mais encore vis-a-vis d’autres. 

Prenons un exemple pour chacun de ces quatre sérums. 
La souche 8 est agglutinée seulement par le sérum homologue, 
mais le sérum agglutinant, préparé avec celte souche, agglutine 
a des titres divers les souches suivantes qui sont agglutinées 
en méme temps par le sérum 2 (souche Lechien du laboratoire 


de M. Weinberg). 


ConcLusions. — Parmi les 60 souches de B. perfringens étu- 
diées, nous avons trouvé 4 souches netlement différentes au 
point de vue sérologique, agglutinées seulement par le sérum 
homologue. Il existe cependant entre toutes ces souches une 
parenté évidente, car un sérum préparé avec une souche 
agelulinée seulement par le sérum homologue est susceptible 
dagglutiner, & des taux variables, d’autres souches de B. per- 
fringens. 


C. — ETupE COMPARATIVE DES TYPES SEROLOGIQUES 
ET DES TYPES BIOCHIMIQUES DU B. perfringens. 


Simonds (1915) avait classé les types du B. perfringens selon 
leur pouvoir fermentaire vis-a-vis de l'inuline et de la glycé- 
rine en 4 groupes. 


(sroure I. — Les souches de ce groupe font fermenter la glycé- 
rine et linuline. Il n’y a pas de formation de spores; elles 
produisent de fortes hémolysines et sont pathogénes pour le 
cobaye. 


(Groupe IT, — Les souches de ce groupe font fermenter seule- 
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ment la glyeérine. Elles ne produisent de spores que dans 
Vinuline. 


Groupe II. — Les souches de ce groupe font fermenter l’inu- 
ine seule et ne produisent de spores que dans la /glycérine. 


Groure 1V. — Les souches de ce groupe ne font fermenter ni 
ia glycérine, ni l'inuline, et produisent des spores dans la glycé- 
rine et l’inuline. 


Sur 20 souches étu liges, Simonds a constaté que 4 (20 p. 100) 
attaquent la glycérine et Vinuline, 7 (35 p. 100) font fermenter 
la glycérine seule, 5 (25 p. 100) Vinuline seule et 4 (20 p. 100) 
restent inactives. Ainsi les plus grands pourcentages revien- 
nent pour Ini aux souches attaquant seulement la glycérine. 

Ouranoff (1917) a trouvé que toutes les souches avec les- 
quelles il a expérimenté, et qui provenaient d’infections ou de 
blessures diverses, possédaient un pouvoir hémolytique. Selon 
la souche, la force du pouvoir hémolytique varie, et il prétend 
qu'une souche peut méme perdre cette propriété pendant un 
certain temps, puis la reprendre. Simonds n’a pas cherché a 
définir le pouvoir hémolytique pour tous les groupes, mais les 
souches dont il a cherché le pouvoir ne se sont pas toutes mon- 
trées hémolytiques. 

Plus récemment, Morton Kahn (1925), dans une étude compa- 
rative des souches de B. per/ringens isolées dans des cas d ané- 
mie pernicieuse, constate que le B. perfringens est toujours 
présent dans cette maladie en grande quantilé. Pour 24 souches 
de B. perfringens isolées dans 24 cas d’anémie pernicieuse, il 
rapporte que, selon la classification biochimique de Simonds, 
12 (50 p. 100) appartenaient au groupe I, 2 (8 p. 100) au groupe 
II, 4 (16 p. 100) au groupe III et 6 (25 p. 100) au groupe IV. 
Toutes ces souches se sont montrées plus ou moins hémolyti- 
ques. Cependant il n’a trouvé aucune relation entre l’activité 
hémolytique el le pouvoir pathogine, ni entre le pouvoir 
hémolytique et les groupes biochimiques, ni entre les groupes 
biochimiques et le pouvoir pathogéne. 

Nous avons voulu rechercher s’il existait un rapport entre les 
types biochimiques et les types sérologiques de B. perfringens. 
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Nous avons étudié 60 souches de B. perfringens de diverses- 
provenances, au point de vue de leur réaction fermentaire sur 
linuline et la glycérine, opérant avec la technique suivante: 


Trcunique. — Milieux de culture: Nous avons ensemencé nos 
cultures dans le bouillon simple non sucré + 2 p. 100 d‘inuline 
ou de glycérine. Nous n’avons pas fait le vide, car les ensemen- 
cements ont été faits dans des tubes de bouillon profonds frai- 
chement régénérés et ensemencés a chaud. Chaque souche a 
été ensemencée également dans un tube de bouillon simple: 
non sucré qui a servi de témoin. 


MérsopE DE TITRAGE DE L’Acipir&. — Aprés soixante-douze 
heures & l'étuve & 37° les cultures ont été titrées avee la soude 
normale, en employant la phénolphtaléine comme indicateur. 
Opérant sur 20 cent. cubes de culture, nous avons pris comme 
résultat le nombre de centimétres cubes de soude normale 
nécessaire pour neutraliser 100 cent. cubes de culture. Les 
cultures en bouillon simple ont été titrées tout dabord, puis 
nous avons titré les cultures en bouillon- inuline et celles en 
bouillon + glycérine. Les cultures en milieu sucré, dont le titre 
d’acidité était plus élevé que celui des cultures en bouillon 
simple, indiquaient que le sucre avait €té touché, soit l’inuline, 
soit la glycérine. Nous n’avons complé comme ayant présenté 
une fermentation que les cultures montrant une augmentation 
de lacidité supérieure de 15 p. 100 a celle du tube lémoin. 


Resutrars. — Sur les 60 souches que nous avons étudiées, 
6 souches ont attaqué seulement l’inuline, 17 seulement la 
glycérine, 26 la glycérine et l’inuline, et 11 se sont montrées 
tout a fait imaclives vis-i-vis de ces deux hydrates de carbone. 
Les résultats que nous avons obtenus ne différent pas beau- 
coup de ceux rapportés par Simonds et par Kahn, comme le 
montre le tableau VI. 

Ainsi les plus grands pourcentages reviennent, pour Kahn et 
pour nous, aux souches attaquant & la fois Vinuline et la glycé- 
rine, et, pour Simonds, a celles attaquant seulement la glycé- 
rine. 

Voyons maintenant comment se comportent les souches 
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rentrant dans chacune de ces catégories, vis-a-vis des 15 sérums 
agglutinants anti-perfringens que nous avons préparés avec 
des souches sérologiquement différentes. 

TasLeau VI. 
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TasLteau VII. — Souches attaquant Vinuline seule. 


2 SERUMS AGGLUTINANTS 

5 

5 
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Le point d'interrogation indiqgue une agglulination trés faible au bout de vingt-quatre 


heures seulement. 


Nous voyons que par exemple pour les souches attaquant 
Vinuline seule (tableau VII), sur 6 souches, 3 sont agglutinées 
plus ou moins légérement par le sérum 8, préparé avec la sou- 
che attaquant seulement l’inuline. Mais de ces 3 souches l'une 
(8) n’est agglutinée que par le sérum homologue, une deuxiéme 
(33) est également agglutinée par le sérum 54 préparé avec la 
souche attaquant a la fois la glycérine et l’inuline, et par le 
sérum 80 préparé avec une souche qui n’attaque ni la glycérine, 
ni l’inuline. L’étude des autres tableaux (VII et VIL) nous 


SOUCHE 


24 
39 
49 
56 
73 
719 
80 
Anglaise. 
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confirme qu'il n’existe aucun rapport entre les souches biochi- 
miques et les souches sérologiques puisque la souche attaquant 
seulement l’inuline est fortement agglutinée par un sérum 
préparé avec un B. perfringens qui n’attaque pas du tout 
Vinuline. 


Tasteau VIII. — Souches n’attaquant ni la glycérine ni linuline. 


SERUMS AGGLUTINANTS 


2 |] 3 | 6 | 54 | 10 | Angl.| 8 | 45 21 | 84) 56) 59 | 69 | 78 | 879 
| 
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ae cd acon Cd eet ee eee ee Geral Peas Mere Mia? Sica hracs 
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Le point dinterrogation indique une agglutination trés faible au bout de vingt-quatre heures seulement. 


La conclusion de cette seconde partie de nos recherches est 
qu il n’existe aucune parenté entre les types biochimiques et 
les types sérologiques du B. perfringens. 
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PREPARATION DE L’ANATOXINE DIPHTERIQUE 
ET VERIFICATION DE SES PROPRIETES 
par P. J. MOLONEY et Mile C. J. FRASER, 


des laboratoires Connaught, Toronto, Canada. 


L’anatoxine diphtérique posséde deux qualités essentielles, 
savoir : l'innocuité et le pouvoir antigénique. La technique uti- 


lisée pour la préparation et le contréle de l’anatoxine doit avoir 


pour but de s’assurer que Je produit obtenu posséde bien ces 
deux qualités. La méthode de préparation est, dans ses grandes 
lignes, celle qui est préconisée par Ramon. 

Nous obtenons d’abord notre toxine diphtérique de la 
maniére suivante : une culture de bacille diphtérique (Park 
Williams, n° 8), nous ensemencons un bouillon (viande de 
veau infusée) déja fermenté par du colibacille, et contenant 
1 p. 100 de peptone du commerce et 0,1 p. 100 de glucose. Au 
bout de sept jours, cette culture en bouillon est clarifiée par son 
passage a travers une pate de papier filltre ordinaire, puis filtrée 
de nouveau, cette fois & la bougie Berkefeld d’ou elle passe dans 
un flacon d’une capacité de 20 litres. Des échantillons de cette 
toxine filtrée sont prélevés pour la détermination de sa toxi- 
cité et du pouvoir floculant. 

Le pouvoir floculant d’une toxine fraiche est’ presque direc- 
tement proportionnel & sa toxicité (MLD) quand Vantitoxine 
étalon sert & cette détermination. Pour qu’une toxine puisse 
servir & la préparation de ]’anatoxine, elle doit contenir au 
moins 400 MLD ou 6 unités antigéniques au centimétre cube, 
déterminé par notre antitoxine étalon. 

Pour chaque litre de toxine, nous ajoutons 0,3 a 0,4 p. 100 
de formol, c’est-a-dire 3 4 4 cent. cubes de formaldéhyde du 
commerce a 40 p. 100. La quantité la plus convenable de 
formol est celle qui rend notre toxine inoffensive en quatre ou 
six semaines. Elle peut varier suivant les différentes toxines 
employées. 

Aucun préservatif (phénol, crésol ou autre) n’est ajouté a la 
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toxine. La présence de phénol ou de crésol dans une toxine qui 
doit servir & la préparation de la toxine peut avoir deux con- 
séquences : sa valeur antigénique peut diminuer de beaucoup, 
disparaitre meme, et le mélange peut se troubler. 

La toxine ainsi traitée est mise & l’étuve jusqu’a ce que 
0 c.c. 1 d'une solution au 1/10, injectée dans le derme d'un 
cobaye, ne produise aucune réaction aprés deux jours, et que, 
non diluée, la méme quantité d’anatoxine donne une réaction 
ne dépassant pas 12 millimétres de diamétre. Cette premiére 
détermination de la toxicité est faite aprds deux semaines 
d’incubation & 37° C, et elle est ensuite répétée chaque semaine 
lorsque l’innocuité, mesurée par les épreuves intradermiques, 
est compléte. On arréte lincubation, lanatoxine est passée a 
travers un filtre Seitz, et sa stérilité est alors éprouvée. Nous 
faisons par la suile une seconde vérification de l’innocuité par 
la méthode des injections intradermiques mentionnée plus haut. 

Innocuité et valeur immunisante sont ensuite vérifiées par la 
méthode des injections sous-cutanées. Nous contrdlons la 
toxicité de notre produit en l’injectant, a la dose de 5 cent. 
cubes dans le tissu cellulaire sous-cutané. 6 cobayes pesant 
de 320 & 340 grammes subissent l’épreuve; 4 doivent rester 
bien portants pendant au moins un mois et aucun ne doit 
mourir d'intoxication diphtérique. 

Pour nous assurer de sa valeur immunisante, 6 cobayes 
recoivent en injection sous-cutanée 0 c. c. 5 d’anatoxine. Au 
bout d’un mois, ils subissent I’épreuve de Schick. Deux 
semaines plus tard, ils recoivent tous une injection sous- 
cutanée de 5 MLD de toxine diphtérique. 5 d’entre eux au 
moins doivent survivre. L’épreuve de Schick fournit un pre- 
mier témoignage et une confirmation de la valeur immunisante 
du produit. 

On remplit aseptiquement des ampoules avec des quantités 
définies d’anatoxine. Finalement, l’on s’assure que le lot d’ana- 
toxine mise en flacons au méme moment est bien stérile et 
dénuée de toute toxicité. Dans ce but, on préléve au hasard 
quelques flacons provenant d’un méme lot et on vérifie l’inno- 
cuilé et la stérilité de leur contenu par les procédés ci-dessus 
indiqués. Les mémes vérifications sont poursuivies pour chaque 


lot d’anatoxine préparé. 
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Nous ajoutons & chaque envoi d’anatoxine et a chaque néces- 
saire d la réaction de Schick une petile ampoule d’anatoxine 
diluée. Cette anatoxine diluée remplace la toxine chaulfée, sert 
de témoin dans la réaction de Schick, et de plus, employée en 
injection intradermique, & la dose de 0c. c. 1, elle nous permet 
de juger la sensibilité des individus vis-a-vis de l’anatoxine. 
Si, dans les trois jours qui suivent l’injection, aucune rougeur 
locale de plus de 10 millimétres de diamétre ne se manileste, 
aucune réaction appréciable n'est a craindre par suite de 
l'administration de l’anatoxine. D’aprés les constatations faites 
jusquiici, les réactions déterminées par l injection d’anatoxine 
diphtérique sont tres rares chez les enfants de moins de huit 
ans. Chez les enfants plus agés et chez les adultes, lon peut 
rencontrer une réaction locale marquée, et parfois méme géné- 
rale. Une légére rougeur au point d'injection se manifeste 
chez 25 p. 100 des enfants de plus de huit ans, sans cependant 
produire de conséquences graves. Les réactions plus sévéres, 
parfois rencontrées, consistent en une induration et rougeur 
locales s’étendant 4 plusieurs centimetres, accompagnées de 
malaise, maux de téte et de température. Ges symptomes dis- 
paraissent toutefois au bout de quelques jours. 

L’anatoxine est diluée par addition d’eau physiologique. Le 
degré de dilution requis est évalué en comparant les réactions 
que provoque 0 c. c. 1 de différentes dilutions (1/20, 1/30, 1/40, 
1/60), injecté dans le derme d’individus dont la sensibilité est 
connue, avec celle produite sur les mémes sujels par 0 c. c. 4 
d’anatoxine étalon diluée. La dilution convenable d’anatoxine 
est celle qui donne une réaction égale a celle produite par 
Vanatoxine étalon diluée. Celle-ci produit une rougeur de 410) 
a’ 20 millimétres de diamétre chez 50 p. 100 des adultes sen- 
sibles & l'anatoxine agés de vingt a trente ans. 

Au Canada, l'on emploie actuellement pour l’immunisation 
active d'un adulte ou d’un enfant trois doses d’anatoxine 
diphtérique, soit 0c. c. 5, 0c. c. 5, 1 cent. cube administrées a 
trois semaines d’intervalle. 

Pour les sujets qui se sont montrés sensibles & linjection de 
Vanatoxine diluée, nous recommandons des doses plus faibles. 
Le procédé suivant peut étre recommandé pour immunisation 
de ces derniers; on leur administre par injections sous-cuta- 
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nées 1/50 de centimetre cube d’anatoxine, c’est-a-dire 1/5 de 
centimétre cube de la solution au 1/10. Nous classifions les 
réactions résultantes en trois groupes savoir : 

a) Rougeur de 20 millimétres au plus. 

6) Rougeur de plus de 20 millimétres sans cedéme. 

c) Rougeur prononcée et edéme. 

Aux sujets du groupe a, nous donnons trois injections de 
1/10 de centimétre cube d’anatoxine; & ceux du groupe 4, trois 
injections de 1/50 de centimétre cube; et & ceux du groupe c, 
trois injections de 1/100 de centimétre cube. Un intervalle de 
trois semaines doit s’écouler aprés chaque injection. 


RECHERCHES EXPERIMENTALES 
ET OBSERVATIONS CLINIQUES 
SUR L’ANATOXINE DIPHTERIQUE 


par P. ZDRODOWSKI et C. HALIAPINE 


(Institut de Microbiologie et dHygiene a Bakou.) 


La possibilité de transformer les toxines en anatoxines est 
l'un des faits Jes plus saillants de 'immunologie contempo- 
raine. I] n’est pas possible actuellement d’en apprécier toute 
V'importance, car les perspectives qu’a ouvertes le principe des 
anatoxines ne sont pas encore limitées. Mais cependant on 
peut dés maintenant essayer de mesurer le chemin parcouru. 

Il est indispensable de remarquer tout d’abord que les tra- 
vaux de Ramon ont établi, 4 la fois, le principe général et le 
procédé pratique de transformation des toxines en analoxines : 
antigenes inoffensifs et immunisants; par cela méme, ils ont 
créé la méthode rationnelle d’immunisation contre les diffé- 
rentes toxines, méthode a la fois efficace et sans dangers. 

Appréciant importance exceplionnelle des découvertes de 
Ramon, notre Institut de Bakou a effectué, depuis plusieurs 
années déja, des recherches systématiques en vue de !’étude 
des anatoxines dérivant de diverses toxines et, par analogie, de 
vaccins microbiens basés sur le méme principe et issus de 
certains produits microbiens ou autres (toxines diphtérique, 
tétanique, streptococeique de Dick, ricine, mélithine, etc., 
produits de culture des bacilles dysentériques, cholérique et 
typhique). 

Nous avons porté une altention toute spéciale a la question 
de Zanatoxine diphtérique, cette question a en effet un double 
intérét, pratique d’abord, théorique ensuite, car elle offre le 
meilleur modéle pour @étude du probléme des anatoxines en 
général, 


Dans ce mémoire, nous exposons les résultats sommaires de 
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notre étude sur l’anatoxine diphtérique, obtenus par nous de 
1924 a 1928. Nous bornant & faire connaitre les résultats prin- 
cipaux de recherches originales, nous nous abstenons de citer 
dans notre mémoire les données bibliographiques déja nom- 
breuses sur le méme probléme. 


I. — PARTIE EXPERIMENTALE 


DONNEES GENERALES SUR L’ANATOXINE 


a) Quelques remarques 
sur la transformation de la toxine diphtérique 
en anatoxine. 


En concordance avec les données de Ramon, nos nom- 
breuses observations ont montré que la toxine diphtérique 
peut ¢étre rendue complétement inoffensive par l’action com- 
binée du formol et de la chaleur. Cette transformation de la 
toxine dépend de la concentration du formol, du degré de la 
température et de la durée de J’action réciproque de ces 
facteurs; dans des conditions comparables, la rapidité de la 
transformation sous linfluence des quantités variables de 
formol est en fonction de la température. 

I] nest pas également facile de rendre inoffensifs tous les 
échantillons de toxine diphtérique. En général, les toxines 
particuliérement riches en NII/2 se transforment plus difficile- 
ment. Ainsi, par exemple, les toxines contenant moins de 
0,1 p. 100 de NH/2 (@apres la méthode de titrage Sérensen) 
deviennent inoffensives en utilisant la formule : 0,5 p. 100 
formol < 39° < trente jours. Au contraire les loxines conte- 
nant plus de 1 p. 100 de NH/2, dans les mémes conditions 
d’expérience, conservent ordinairement une certaine toxicité. 

La transformation de la toxine, sous influence du formol et 
de la chaleur, est un procédé irréversible, cest-a-dire la 
toxine transformée en son dérivé inolfensif ne peut retrouver 
son pouvoir loxique. 

Sous l’influence du formol et de la chaleur, la toxine peut, 
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dans certaines conditions, perdre, en totalité ou en partie, son 
pouvoir antigénique. Kn général, cette destruction totale ou 
partielle dépend de la concentration du formol et de la tempé- 
ralure; sil’on augmente progressivement la quantité de formol 
et la chaleur, la diminution du pouvoir antigéne est de plus en 
plus grande. 

Cependant en employant une proportion convenable 
daldéhyde formique et une température optimum, on peut 
rendre la toxine inoffensive, et lui conserver son pouvoir anti- 
gene; on a alors lanatovine, c’est-a-dire une préparation spéci- 
fique, entiérement inoffensive et conservant le pouvoir antigé- 
nigue de la toxine. 

Evidemment, tout en se dégradant dans son pouvoir 
toxique, la toxine peut aussi perdre de sa valeur antigéne, 
aussi peul-on obtenir des anatoxines de différentes qualilés, 
c’est-a-dire ayant un pouvoir anligénique différent. 

Lanatoxine idéale est celle dont le pouvoir antigéene est 
antact. 

Ainsi, la préparation de l'anatoxine ayant un pouvoir anti- 
géne non altéré est sous la dépendance d’un procédé permet- 
tant Vappréciation du pouvoir antigéne de l’anatoxine. A ce 
procédé est lié tout le succés de l'emploi de l’'anatoxine comme 
vaccin. 

Enyisageons donc de quelle maniére peut s’effectuer cette 
appréciation de la valeur antigéne de l’anatoxine. 


6) L’appréciation des qualités immunisantes de l'anatoxine 
par la réaction de floculation. 


Il semblerait que la méthode biologique pit résoudre de la 
facon la plus satistaisante le probléme de l’appréciation des 
propriétés vaccinantes. L’expérimentation montre cependant 
que cette méthode bivlogique est relative par sa sensibilité, et 
qu'il est bien préférable d’utiliser la méthode de floculation de 
Ramon pour arriver au but cherché. 

La méthode de Ramon nous permet de définir facilement et 
exaclement, zn vitro, la présence ou l’absence du pouvoir anti- 
gene dans l'anatoxine; le pouvoir floculant est [indice du 
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pouvoir antigene. Les recherches montrent que pouvoir flocu- 
lant et propriétés immunisantes évoluent parallélement. La 
détermination du pouvoir floculant de lanatoxine, comparati- 
vement a celui de la toxine originelle, nous donne la possibilité 
dapprécier certaines qualités de l’anatoxine. Les expériences 
in vitro et in vivo permettent de se rendre compte que l’ana- 
loxine « type » conserve entiérement le pouvoir floculant de la 
toxine originelle. 

Ces données sur l’importance de la floculation pour la slan- 
dardisalion de VPanaltoxine concordent bien avec des observa- 
tions analogues de Ramon. Cependant, il faut remarquer que 
certains auteurs ne partagent pas cette opinion. Citons, par 
exemple, qua l'Institut de Vienne (directeur, professeur Kraus), 
on ne réussit & préparer ni des toxines ni des anatoxines 
donnant la réaction de floculation; néanmoins, d’aprés la com- 
muniCalion verbale de Bacher les lots d’anatoxine ne floculant 
pas donnent de trés bons résultats dans Ja vaccination. 

Pour comprendre et bien apprécier précisément la signifi- 
calion réelle de la floculation et en méme temps pour expliquer 
la cause des contradictions citées plus haut, i! taut s’arréter 
dune facon plus détaillée 'sur Vanalyse du phénoméne de flo- 
culation en général. 


c) Interprétation générale du phénoméne de floculation. 


Nous croyons quil faut essayer @interpréter la réaction de 
floculation dans le mélange toxine-antitoxine, en la comparant 
avec les autres réactionssdimmunilé (r. dagglutination, r. de 
précipitation). L’analyse expérimentale de la floculation 
effectuée dans cette direction contirme trés bien ce point de 
vue. 

En particulier, les observations montrent quon peut consi- 
dérer le phénomene de floculation comme « la deuxiéme phase » 
de la réaction toxine-antitoxine, ceci étant entiérement ana- 
logue ace qui se passe dans la deuxiéme phase dagglutination, 
découverte en son temps par Bordet. Par analogie avec ie phé- 
nomeéne dagglutination, on peut ainsi différencier deux phases 
dans le phénomene de floculation : /a premiére phase corres- 

93 
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pondant a (union de la toxine avec lantitoxine, la deuxieme 
phase se manifestant dans la floculation consécutive. 

Liinfluence des électrolytes sur la marche de la floculation 
est comparable & laméme action des électrolytes dans l’agglu- 
tination. Ainsi, nos observations (en collaboration avec le 
D' Lourié) ont montré gwavec le floculat on peut reproduire 
des expériences lout a fait identiques au phénomene daggluti- 
nation décrit par Bordet : si l'on débarrasse le floculat des 
électrolytes qu'il contient par un lavage répété et si ensuite on 
dilue le floculat lavé et centrifugé, on peut observer la « déflo - 
culation », c’est-a-dire la dissolution du floculat (ceci, d’aprés 
la technique de Ramon). 

Si on ajoute & cette solution du floculat dans l'eau distillée 
une quantité convenable de NaCl, on observe de nouveau 
« la floculation ». Les observations montrent que des élec- 
trolytes différents ne provoquent pas au méme degré cette 
action précipitante. Ainsi dans les expériences de Lourié faites 
dans des conditions comparables, NaCl provoque plus rapide- 
ment la « floculation secondaire »; NH/4 Cl plus lentement, etc. 

Autrement dit, dans les expériences citées, on observe des 
faits répondant au classement des électrolytes d’aprés Hofl- 
meister, 

Si la floculation apparait seulement comme la deuxitme 
phase de la réaction loxine-antitoxine, elle peut évidemment, 
sous l’influence des différents facteurs, subir quelques varia- 
lions. Kn particuher, les propriétes individuelles respectives du 
sérum et de la toxine, leur concentration réciproque, la pré- 
sence de tel ou tel électrolyte dans le mélange, la réaction du 
milieu, la température, etc., peuvent avoir une influence sur le 
phénomene de floculation. Le phénomene s’apparente aux phé- 
noménes colloidaux et peut se manifester alors suivant un cer- 
lain « oplimum ». Si les conditions de cet optimum changent, 
Vapparition normale de Ja floculation peut stre changée ou 
méme disparaitre. 

Dans le cas ot la floculation disparait, la réaction est limitée 
i Laction réciproque de la toxine et de l’antitoxine. 

Les observations montrent que, toutes conditions égales, 
lapparition de floculation peut dépendre entidrement de U état 
de la toxine. {| suffil, par exemple, de soumettre la toxine 2 
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Vaction du soleil pour abaisser trés nettement la vitesse de sa 
floculation initiale. La présence de l’acide phénique prive plus 
ou moins complétement la toxine de son pouvoir floculant. 
Quelques toxines en mélange avec l’antitoxine ne présentent 
de phénoméne de floculation, ce qui dépend évidemment du 
mode de leur préparation. Par analogie, avec les races de bac- 
téries non agglutinantes, qui absorbent les agglutinines sans 
quil y ait apparition d’agglutination, les toxines non flocu- 
lantes donnent seulement la premiére phase de réaction avec 
Vanlitoxine, mats non la deuxiéme. 

Quelle déduction tirer de tout ceci... 

Si Pon peut préparer les toxines dépourvues de pouvoir flo- 
culant, il est évident alors que les anatoxines préparées avec 
ces toxines ne donneront pas non plus de floculation et pour- 
tant pourront se montrer immunisantes. 

I] n’y a pas, dans ce cas, contradiclion avec notre affirmation 
de Vimportance de la floculation comme indice du pouvoir 
immunisant des anatoxines préparées avec des toxines flocu- 
lantes. Ceci ne diminue en rien non plus la haute valeur de 
la méthode de Ramon. La production de toxines floculantes 
réussit tres réguliérement si [on emploie une méthode conve- 
nable, par exemple, la méthode de UInstitut Pasteur. ll est évi- 
dent, aussi, que /emplor des toxines non floculantes n'est pas 
rationnel, parce que dams ce cas l’expérimentateur est privé 
d’une méthode simple et exacte pour apprécier directement la 
valeur de ’anatoxine; il est alors obligé d’employer les autres 
méthodes (biologiques) moins exactes et plus compliquées pour 
apprécier d'une facon toute relative la valeur du produit que 
l'addition de phénol par exemple empéche de floculer. 

Les variations de la toxine sont trés nettement indiquées par 
celles du pouvoir floculant. Ainsi, nous pouvons étre avertis 
de l’altération de l’antigéne, par un changement dans la vitesse 
de floculation (avidité). De /a [importance particuliére de la 
vitesse de floculation pour lappréciation dela valeur de lana- 
foxine. 
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d) De ja vitesse ou avidité de floculation. 
Sa caractéristique. 


Nos observations ont montré que l’avidité de la floculation 
qu’on observe dans le mélange de la toxiae (ou d’anatoxine) et 
dantiloxine présente un phénoméne original et autonome. 
Cette avidilé peut dépendre soit du sérum, soit des propriétés 
de la toxine (ou de l’anatoxine); elle ne dépend, comme Ramon 
Vavait déja indiqué, ni de la quantité d’unités antitoxiques, ni 
de la quantité dunités antigéniques de la toxine ou de lana- 
toxine. 


En ce qui concerne la toxine et l’anatoxine, l'indépendance 


de leur avidité de floculation peut se démontrer trés aisément. 

Les changements de lavidité de floculation de l’anatoxine ne 
se font pas par hasard, ils soné soumis a des régles déterminées. 
Etudiant cette question, nous avons été rapidement convaincus, 
en particulier, qu'une concentration de formol supérieure a 
0,5 p. 100 et une température plus élevée que 40° diminuent 
Vavidité de floculation de Vanatoxine. Au contraire, en 
employant des quantités optima de formol et de température, 
on peul préparer réguliérement des anatoxines qui conservent 
lavidité de la toxine originelle. 

Naturellement, ce n’est pas par hasard que l’avidité de flocu- 
lation s’abaisse, si l'on utilise une plus grande quantilé de 
formol ou une température plus élevée. 

Celle diminution de l’avidité de la floculation traduit une 
certaine dénaturation de l’anatoxine, d’ot. Yimportance de la 
réaction de floculation pour l’appréciation de la valeur de 
lanatoxine. 

Les résultats de la vaccination des enfants par petites doses 
(2 unités antigéniques & 3 unités 5) d’anatoxines ayant une 
avidité différente, d’aprés la floculation, confirment entiére- 
ment ce qui vient d’étre dit. 

Ainsi, en vaccinant 622 enfants par une analoxine ayant 
conservé complétement Vavidité de la toxine originelle, nous 
efimes de 92,3 a 96 p. 100 de Schicks négatifs dans un espace 
de temps de trois, quatre semaines & deux mois et demi. Paral- 
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lelement, la vaccination de 553 enfan!s par une anatoxine qui 
avait manifesté un retard dans la vitesse de floculation donna 
dans les mémes conditions 83,4 p. 100 de Schicks négatifs 
dans un espace de temps de deux & quatre mois. 


e) Supériorité de la méthode de floculation 
sur la méthode biologique 
pour l’appréciation de la valeur de l’anatoxine. 


Comme nous l’avons indiqué plus haut la méthode biologique 
est moins sensible pour apprécier la valeur de anatoxine que la 
méthode de floculation de Ramon. Nous sommes arrivés a cette 
conclusion en employant parallélement les deux méthodes vis- 
a-vis de deux anatoxines, dont les propriétés immunisantes 
furent établies a l’avance par des essais d’immunisation sur un 
nombre important d’enfants. 

L’anatoxine X (7 unités) immunisait 98,4 p. 100 des enfants 
avec 0 c. c. 5, cela en Vespace de trois ou quatre semaines a 
deux mois et demt. 

L’anatoxine II (7 unités) dans un autre groupe, dans des 
conditions identiques de vaccination, ne donnait que 72,1 p. 100 
dimmunisés en l’espace de deux mois et demi. 

L’anatoxine X, trés active, ne manifestait pas de retard de 
floculation par rapport a la toxine originelle, tandis que l’ana- 
toxine III, moins active, floculait avec un retard de cing heures. 

Avec chacune de ces deux anatoxines, nous avons immunisé 
plusieurs séries de cobayes, soit par une vaccination unique 
avec des doses allant de 5 cent. cubes a 0c. c. 5, soit par deux 
injections & six jours d’intervalle avec les doses suivantes 
0,2-0,3-0,005-0,05-0,0125-0,025. 

Eprouvant plus tard ces cobayes & l'aide de l’épreuve de 
Schick, nous avons obtenu les résultats suivants : dans les 
expériences d’immunisation par vaccination unique, avec des 
doses allant jusqu’a 0 c. c. 2 el dans les expériences a l'aide 
de la vaccination double jusqu’a des doses de 0 c.c. 1-0c.c. 2, 
il élait impossible de mettre en évidence une différence entre 
les deux anatoxines. Par deux expériences de vaccination avec 
des doses moindres, nous n’avons pas réussi 4 noter une diffé- 
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rence quelconque entre les anatoxines, parce que dans ce der- 
nier cas l’éprewve de Schick chez les animaux donne des 
résultats irréguliers, 

Ainsi deux séries d’anatoxine, différentes sans aucun doute, 
d’aprés les données d’immunisation chez les enfants et nette- 
ment distinguées, par ailleurs, par la méthode de floculation 
(d’aprés l’avidité), ne peuvent étre différenciées par la méthode 
biologique. 

La sensibilité trés relative de la méthode biologique peut 
s’expliquer de la facon suivante. Dans ]’immunisation avec les 
grosses doses des deux amatoxines, on ne peut pas découvrir 
de différences parce que celles-ci sont masquées par l’hyper- 
immunisation. Quant aux petites doses, elles ne peuvent diffé- 
rencier la qualité différente des deux anatoxines parce que dams 
ces conditions d’immunisation minime le facteur d’individua- 
lité des animaux l’emporte, ce qui enléve aux résultats leur 
régularité. 


/) Appréciation de la vaieur de l’anatoxine diphtérique 
par la méthode de floculation. 


Le pouvoir vaccinant de l’anatoxine dépend de la quantité 
d’unités antigéniques dans 1 cent. cube de cette anatoxine et 
de sa qualité. De /d, tl s'enswit que la méthode de titrage de 
lanatoxine comme vaccin doit étre double : quantitative et qua- 
litative. Cette double appréciation de UVanatoxine se réalise en 
méme temps par laméthode de Ramon; la quantité d unités anti- 
toxiques qur provoque la floculation initiale dans 1 cent. cube 
danatoxine donne la valeur de cette anatoxine. 

Lanatoxine « normale » est celle qui conserve entiérement 
Lavidité de floculation de la toxine originelle. De tels échantil- 
lons @anatoxine normale doivent étre recommandés pour la 
vaccination de homme. 


g) Méthode de préparation des anatoxines actives. 


Par de trés nombreuses vaccinations, chez les enfants, nous 
avons pu déterminer & quelles caractéristiques doivent répon- 
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dre les échantillons @’anatoxine utilisés dans immunisation 
active de homme. Dans des recherches spéciales, nous avons 
étudié la question dela méthode de préparation d’une ana- 
toxine active. Nous résumerons ici le résullat de ces recher- 
ches. 

Ktant donné les variations de composition des différents lots 
de toxine, il n’est guére possible de fixer une technique immua- 
ble. On ne peut qu’indiquer approximativement la quantité de 
formol & ajouter 4 la toxine, ainsi que la température que doit 
subir la toxine formolée et le temps de séjour a l’étuve. 

Kn général, on ne doit pas ajouter & la toxine une quantité 
de formol supérieure & 5 cent. cubes (de la solution commer- 
ciale & 35 p. 400) par litre de toxine; la température d’exposi- 
tion ne doit pas étre plus élevée que 40°, et le temps de séjour 
a celte température doit étre d’environ un mois. 

Nous employons, dans la pratique courante, pour la prépa- 
ration des anatoxines la formule suivante : 0,5 p. 100, for- 
mol + 39° + trente jours, et alors, nos anatoxines préparées 
d’aprés cetie méthede conservent en général (80: p. 100) lavi- 
dité de la flocuiation des toxines originelles. Pour la vaccina- 
tion des hommes, nous employons toujours seulement les 
anatoxines, qui conservent completement l’avidité de la flocu- 
lation des toxines originelles (ft). 


Hl. — PARTIE CLINIQUE 


Immunisation des enfants par lanatoxine diphtérique. 
(Observations cliniques). 


Pendant la saison d’hiver 1925-1926, dans la ville de Bakou 
et aussi dans la province, nous avons organisé une campagne 
antidiphtérique en ulilisant la vaccination par l’anatoxine 
diphtérique. Environ 30.000 personnes (dans ce nombre 
27.000 enfants de Bakou) ont subi |’épreuve préliminaire de 
Schick (4/40 de la dose minima mortelle pour le cobaye). La 


(1) La toxine utilisée pour la préparation de Vanatoxine ne doit pas con- 
tenir plus de 0,1 p. 100 d’N H? titrée d’apres la méthode de Soeransen. 
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plupart des enfants étaient des écoliers agés de sept a quatorze 
ans. 

Chez les enfants de Bakou, la réaction de Schick était posi- | 
tive chez 19 p. 100 d’entre eux. 

En tenant comple de lage, nous avons pu faire les constata- 
tions suivantes : 4 trois mois, 5 p. 100; de quatre a six mois, 
24,6 p. 100; de sept a douze mois, 36,8 p. 100; de un @ trois 
ans, 60,5 p. 100; de qualre & six ans, 42,5 p. 100; de sept a 
douze ans, 22,1 p. 100; de onze & quatorze ans, 13,5 p. 100 
de Schicks positifs. 

Environ 4.600 personnes & réaction positive subirent la vac- 
cination par Vanatoxine diphtérique. Par la suite, l’effet de 
Ja vaccination fut contrdélé par de nouvelles réactions de Schick 
chez 2.000 sujets environ. 

Grace 4 une complabililé trés sévére des Satvaits vaccinés, et 
aussi 4 la bonne organisation municipale de la statistique de 
la diphtérie 4 Bakou au cours des deux années suivantes (1926- 
1928), if nous a été possible d’obtenir des renseignements 
exacts sur la morbidité diphlérique parmi les sujets vaccinés 
et les non vaccinés. 

Ainsi, nous avons pu évaluer les résultats de l'immunisa- 
tion, méme au point de vue épidémiologique. 

D’un autre cdté, de nouvelles épreuves de Schick pratiquées 
au bout de deux ans nous ont permis d’apprécier par la 
méthode expérimentale la durée relative d'immunité aprés la 
vaccination avec l’anatoxine. 


Caractéristiques de l'anatoxine utilisée 
dans les essais de vaccination antidiphtérique. 


Pour la vaccination des enfants, nous avons employé des 
lots d’anatoxine préparés avec des toxines dont les caractéris- 
tiques étaient les suivantes : 

Les toxines élaient préparées d’aprés la méthode de |’Institul 
Pasteur et contenaient de 7 & 9 unités antigéniques par centi- 
cube; leur pH oscillait de 8,1 4 8,3 ; les toxines floculaient tras 
bien, la floculation initiale apparaissait avec un méme sérum 
dans un temps variant de deux heures jusqu’a trois heures et 


RECHERCHES SUR L’ANATOXINE DIPHTERIQUE 1435 


demie. Pour obtenir les anatoxines, on ajoutait aux loxines 
5 cent. cubes de la solution commerciale de formol. On main- 
tenait les toxines formolées pendant trente jours & l’étuve a la 
température soit de 38° a 40°, soit de 40° & 42°. 

Nous avons utilisé 6 lots d’anatoxine. 

Ces anatoxines étaient complétement inoffensives pour des 
cobayes d'un poids de 250 grammes a la dose de 5 cent. cubes 
injectés sous la peau. Leur valeur antigone oscillait entre 7 et 
8 unités. L'avidité de la floculation comparée a celle des toxines 
originelles w était pas la méme dans toutes les séries. Trois séries 
danatoxines (VIe, X*, XITI*) conservaient entiérement lavidilé 
de floculation des toxines originelles; les autres séries(I1I*, Ve, 
VIIT*) présentaient une avidité diminuée avec un retard de flo- 
culation de deux heures et demie, trois heures et cing heures. 

Dans les expériences d’immunisation effectuées au préalable 
chez le cobaye, les anatoxines manifestaient un pouvoir vacci- 
nant; par exemple, aprés la vaccination unique des cobayes de 
250 grammes avec des doses 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, Vimmunité 
appréciée par la réaction de Schick apparaissait dans un délai 
de dix-sept & vingt-quatre jours. Malgré les différences d’avi- 
dité entre les divers échantillons, les essais sur le cobaye ne 
révélaient pas de dillérences profondes quant au pouvoirimmu- 
nisant ; nous avons montré plus haut pourquoi il en est ainsi. 


La méthode dimmunisation active chez l'homme. 
« Les réactions chez les vaccinés ». 


Pour obtenir Vimmunilé dans un temps relativement court, 
il est nécessaire d’employer une certaine dose d’anatoxine, 
c'est ce que montre lexpérimentation chez les animaux. Mais 
chez Thomme, la quantité d’anatoxine que l'on peut injecter 
est limitée par la suscepltibilité de certains individus aux pro- 
téines que contient lanatoxine. C’est ainsi que des doses de 
0 c. c. 5, 4 cent. cubes et 4 cent. cube 1/2 nous ayant paru 
donner parfois de fortes réactions, nous les avons diminuées et 
nous avons essayé la vaccinalion en un senl ou en deux temps 
avec 0 crc. 2 eb 0 C.vC.80, 

Ce nest d’ailleurs pas encore Vidéal, puisqu’on observe 


1436 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


méme avec ces doses des réactions locales ou générales chez 
un certain nombre d’individus. 

Ainsi, sur 1.000 écoliers vaccinés d’aprés ce schéma, chez 
15 p. 100 d’entre eux la réaction était nulle,; chez 78 p. 100, 
on observait une réaction locale légére ou modérée (rougeur, 
infiltration, douleur) ; enfin, chez 7 p. 100, il y eut une assez 
forte réaction locale ou générale. 

Pour la vaccination des enfants, nous nous sommes arrétés 
aux doses citées de 0c. c. 3 el Uc. c. 5. 

La difficulté pratique de la vaccination en trois fois nous a 
incités & essayer la méthode en deux temps. Les bons résultats 
que nous oblenions avec cette méthode chez les animaux auto- 
risaient ces essais. En méme temps, nous fimes des essais de 
vaccinalion en une fois, ce qui est particulicrement désirable au 
point de vue pratique. 

Nous nous sommes arrétés au schéma de vaccination en deux 
temps, Vemploi de doses faibles par exemple 0c. ¢. 3, 0c. €. 5, ce 
gui correspond a 2unités ef 3 unités 1/2 de nos anatoxines. 

Nous allons voir les bons résultats obtenus en metlant en 
ceuvre cette méthode. 

Ajoutons qu’en utilisant des doses faibles d’anatoxine nous 
avons pu mettre en évidence des différences entre les propriétés 
des divers échantillons d’anatoxine. 


Les résultats dz limmunisation appréciés 
par la réaction de Schick. 


Les résultats acquis par immunisation de nombreux enfants 
au moyen de l'anatoxine peuvent élre résumés ainsi : 

L’anatoxine diphtérique peut manifester un pouvoir immu- 
nisant tres élevé, méme si elle est employée en une ou deux 
vaccinations seulement aux doses de 2 unités et de 3 unités 1/2. 
Cependant, méme & nombre d’unilés équivalent, les lots d’ana- 
loxine font parfois preuve d’une activité inégale. L’immunité 
obtenue est meilleure lorsque les anatoxines présentent une 
avidité (ou vitesse de floculation) se rapprochant de celle de la 
toxine originelle. 

Voici quelques résultats acquis avee ces anatoxines : 
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l° Vaccination en une fois (2 unités antigéniques). Immu- 
nité de 88,3, 96,6 p. 100 (1) dans um délai de trois, quatre 
semaines & deux mois et demi (126 enfants). 

2° Vaccination en deux fois. lmmunitéde 93,3, 96 p. 100 dans 
un délai de trois, quatre semaines & deux mois et demi, en 
comptant Vintervalle entre les deux vaccinations, contrdle, 
622 entants. 

Les stwlistiques ci-dessous illustrent les résultats des vacci- 
nations, elles montrent em particulier (influence de la vitesse 
(avidité) de floculation de l’anatoxine sur sa valeur immunisante. 


WACCINATION EN UN TEMPS. 


Séries d’anatoxine VI, X et XIII, floculation sans retard, 
controle, 126 enfants. Immunité dans 88,3 p. 100, 96,6 p. 100 
dans un délai de trois, quatre semaines & deux mois et demi. 

Séries d’anatoxine III et V, floculation avec retard de deux 
heures el demie jusqu’a cing heures, contréle, 154 enfants. 
Immunité dans 73,3 p. 100, 80 p. 100 dans un délai de deux 
mois et demi jusqu’a quatre mois. 

Anatoxine X, tloculation sans retard, controle, 64 enfants. 
Immunité de 92,4 p. 100, 96,6 p. 100 dans un délai de trois, 
quatre semaines 4 deux mois et demi. 

Anatoxine V, floculation avec un retard de deux heures et 
demie, controle, 64 enfants. Immunité de 92,4 p. 100, 93,8 p. 100 
dans le délai de deux mois et demi & quatre mois. 

Anatoxine III, floculation avee un retard de cing heures, 
controle, 93 enfants. Immunité de 60,3 p. 100, 72 p. 100 dans 
un temps de deux mois et demi jusqu’& quatre mois. 


VACCINATION EN DEUX TEMPS. 


Séries d’anatoxine X & XIIJ, floculation sans retard, contréle, 
622 enfants. Immunité dans 92,3 p. 100, 96 p. 100 dans un 
délai de trois & quatre semaines jusqu’a deux mois et demi. 

Séries d’anatoxine ILI et V, floculation avec retard de deux 

(1) Remarque: dans les chiffres cilés le premier nombre (exemple 88,3 p. 100) 


indique le pourcentage des réactions négalives de Schick, le deuxiéme 
nombre (93,6 p. 100) indique la somme de résultats négatifs +- douleux (+). 
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heures et demie & cing heures, controle, 552 enfants. Immunité 
de 83,4 p. 100, 92,4 p. 100 dans un temps de deux 4 quatre mois. 

Séries d’anatoxine UI, VIL, V; floculation sans retard, VIIlet 
avec retard, HI et V, de deux heures et demie a cing heures, 
controle, 353 enfants. Immunité de 92,7 p. 100, 95,2 p. 100 
dans un délai de deux mois et demi & trois mois et demi. 

iin concluant, il n’est pas sans intérét de citer que, dans une 
expérience, 45 enfants présentant une réaction positive de 
Schick furent immunisés en deux temps par une anatoxine trés 
avide (VIII) avec des doses 1,4 AE et 2 AE. Aprés un mois, 
Vimmunité fut découverte dans 70 p. 100, 82,3 p. 100. Ainsi en 
opérant méme avec des doses assez faibles d’anatoxine, on 
obtient encore des résultats assez bons, si l’on remarque que le 
contréle était effectué un mois seulement apres la premiére 
vaccination. 


Observations ultérieures sur les enfants. 


Comme nous l’avons déja indiqué, les enfants vaccinés par 
l'anatoxine restaient en observation par les soins de l’organisa- 
tion municipale de la santé publique & Bakou. Au cours des 
deux années qui ont suivi immunisation (1926-1928), parmi 
les enfants vaccinés, on n’a enregistré aucun cas de diphtérie 
maleré que nombre d’enfants étaient porteurs de germes diph- 
lériques. Pendant la méme période, on observait & Bakou 
550 cas de diphtérie parmi les enfants non vaccinés. Ainsi, 
méme au point de vue épidémiologique, la vaccination préven- 
live par lanatoxine donna des résultats tres satisfaisants. 


Quelques observations sur l'importance de lindividualité. 
Changements allergiques de la réaction de Schick. 


Deja les expériences chez les animaux de laboratoire montrent 
que le facteur individuarlilé peut jouer un certain rédle dans la 
production de Tlimmunité. Par exemple, chez les cobayes de 
méme age (poids, 250 grammes), Vinfluence de lindividualité 
peut se manifester assez netlement dans les expériences 
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d'immunisation avec les tres petites doses d’anatoxine. Mais 
ce facteur se manifeste encore plus distinctement chez les 
lapins, comme l’ont montré Irs expériences spéciales de notre 
collaboratrice H. Brenn (1926). En voici quelques exemples : 

4° Un lapin dun poids de 825 grammes est vacciné en deux 
fois avec une semaine d'intervalle avec les doses d’anatoxine de 
0c.c.1,0c.¢.2. Limmunité se développe en douze jonrs(lani- 
mal supporte une injection sous-culanée de 2 DZM de loxine). 

Un autre lapin d'un poids de 790 grammes vacciné en méme 
temps, el par le méme schéma, est immunisé (d’aprés l’épreuve 
de Schick) en cent jours seulement. 

2° Lapin de 500 grammes. Vaccination unique parl’anatoxine 
ala dose de Oc.c.4, Vimmunité apparait en vingt-quatre jours. 

Lapin du poids de 760 grammes vacciné en méme temps 
dans les conditions identiques au précédent; immunilté en 
soixante jours. 

La vaccination de Lespéce humaine par lanatoxine permet 
dobserver des faits analogues af firmant linfluence dindividua- 
lité sur la production de limmunite. 

Deux médecins chez qui la réaction de Schick se montrait 
positive furent vaccinés en deux fois avec des doses de 0c.c. 5 
a 1 cent. cube de la méme anatoxine. Dans l'un des cas, la 
réaction positive disparut en quinze jours, dans l’autre cas elle 
restait positive au bout d'un an. 

Voici encore trois autres cas d’immunisation en deux temps 
(chez des collaborateurs de l'Institut) avec des doses de 0c. c. 2- 
0 c.c. 3. Chez Vun, la réaction de Schick disparut en vingt-deux 
jours, chez l’autre au bout de soixante jours, et chez le troi- 
siéme au bout de quatre mois. Dans ces cas, la vaccination était 
faite avec une méme anatoxine. Il n’y avait aucun rapport 
entre lintensité de la réaction Schick et le temps d@apparition 
de Vimmumnité. 

En comparant les résultats de vaccination chez les enfants et 
chez les adultes, on se rend compte que le facteur individualié 
est plus important parma les adultes que chez les enfants. 

Il est intéressant de remarquer en méme temps que dans Jes 
cas de retard dans la production de limmunité la réaction de 
Schick avant de devenir négative peut subir les changements 
par ticuliers de nature allergique. 
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Parfois cette réaction allergique se développe plus rapide- 
ment que dans les conditions normales : elle commence déja le 
jour suivant injection par une rougeur violente. Dans la suite, 
Vhyperhémie et Vinfiltration augmentent progressivement, 
atteignant vers le troisitme ou quatriéme jour jusqu’a 
5 ou 6 centimdtres de diamétre. Plus tard, les symptomes 
s’alfaiblissent peu & peu, s’accompagnant de desquamation et 
laissant une tras forte pigmentation, qui se maintient pendant 
le cours de plusieurs mois et méme d’années. 

La réaction allergique se traduit par une sensation de douleur 
et par du prurit. Par la répétition de la réaction de Schick en 
série sur le méme sujet, son étal allergique s’affaiblit peua peu 
et, 2 la fin dela réaction, peut devenir négative. 

I] faut remarquer que ces changements allergiques de la 
réaction peuvent s’observer chez les sujets présentant primili- 
vement une réaction de Schick trés faible. 

Cette réaction allergique n’a aucun rapport avec la pseudo- 
réaction qui, dans le cas examiné, était absente. 

La pathogénie des changements allergiques de la réaction de 
Schick, dans la période précédant Vimmunité, reste encore 
obscure. 

Nos expériences spéciales sur les lapins ont démontré que 
Pétat allergique de la réaction de Schick n’est pas général dans 
la période précédant limmunité. 

On peut done penser que les changements allergiques de la 
réaction chez les hommes sont liés & la question de Vindivi- 
dualité de Vorganisme. 


Ill. — ANATOXINE DIPHTERIQUE CONCENTREE 


Quoique, dans immunisation des enfants par l’anatoxine, 
nous ayons obtenu des résultats trés suffisants, il nous a semblé 
que ces résultats sont encore loin d’épuiser toutes les possibi- 
lités de perfectionnement ue l’anatoxine peut donner. Wn par- 
ticulier, par analogie avec les expériences sur les animaux, il 
nous paraissait trés probable qu’en employant une méthode 
corresponidante d’hyperimmunisation on peut réduire le temps 
nécessaire pour la production de limmunité. 
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D’un autre cété, les résultats encourageants de vaccination 
unique avec les petites doses d’anatoxine permetlaientd’admeitre 
qwon peut produire Vimmunité dans un temps plus court, méme 
par la vaccinution en un temps. 

Comme nous l'avons déja vu, l'emploi de l'anatoxine pro- 
voque chez certains individus 426s une réaction locale et 
générale qu’on peut chercher a éviter. 

{1 nous semblait probable que ces réactions dépendent du 
contenu protéique ou d’autres composés non spécifiques qui 
sont présents dans le milieu support de l'‘anatoxine. 

Nous devons ajouter qu’avec l’anatoxine préparée & l'Institut 
Pasieur par les soins de Ramon les réactions sont réduites au 
minimum (d’aprés les trés nombreux expérimentateurs qui 
ont ulilisé cette anatoxine sur des centaines de milliers d’indi-- 
vidus). 

Nous ayous entrepris un certain nombre d'essais en vue de 
purifier l’anatoxine que nous produtsons des matériaux pro- 
téiques qui l’encombrent. Pour cela, nous utilisimes le principe 
déji connu de la concentration de toxine et d’anatoxine au 
moyen de leur précipitation par les acides (Watson et Wallace, 
Glenny, Bacher, Kraus, Lowenstein, Predteczenski et Sche- 
riakova). 

Les nombreuses expériences de l'un de nous (Haliapine) 
montrent que les protéines spécifiques de lanatoxine diphté- 
rique se précipitent facilement en abaissant le PU de l’anatoxine 
par acidification. Le précipité formé peut se redissoudre dans 
la solution physiologique (0,85 p. 100) de NaCl, alcalinisée 
jusqu’au PH de départ. 

En se servant de la méthode citée, on peut concentrer la 
substance spécifique de J’anatoxine. Mais les observations ont 
montré que dans les procédés de concentration par laciie les 
protéines spécifiques de l’anatoxine peuvent subir certaines 
altérations qui se font tres nettement sentir sur le pouvoir flo- 
culant du produit obtenu. Le degré daltération dépend de la 
nature de lacide, du temps de son action, de la température 
extérieure et probablement du contact des protéines préciprtées 
avec [oxygene. 

Parmi les différents acides examinés, l’acide acélique et 
chlorhydrique produisent l’action la plus nocive. De meilleurs 
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résultats sont obtenus avec l'acide orthophosphorique (mais non 
métaphosphorique) | 1]. 

Si la concentration de lanatoxine est effectuée au moyen de 
acide orthophosphorique et, si le temps de la manipulation est 
réduit au minimum, on peut, comme régle, obtenir une ana- 
toxine concentrée floculant trés bien avec le sérum spécifique. 
Si celle concentration est faite & une température peu élevée, le 
résultats sont encore meilleurs. 

Cependant, méme en employant cette méthode, il est diffi- 
cile d’éviter complétement la diminution de lavidité de la flo- 
culation qui représente une altéralion partielle de l’anatoxine. 

L'anatoxine concentrée ainsi flocule avec un retard plus ou 
moins grand par rapport & la floculation de l’anatoxine origi- 
nelle non concentrée. 

Comme nous le verrons plus tard l’anatoxine concentrée, 
malgré son avidité diminuée, garde un pouvoir vaccinant trés 
suffisant. 

Dans la pratique courante de notre Institut nous employons 
tres largement lanatoxine concentrée pour | immunisation de 
homme et des animaux et toujours avec de bons résultats. 
Avant de parler de ces résultats, exposons en quelques mots la 
méthode pratique qui nous sert pour la concentration des ana- 
toxines (la méthode de Haliapine). 

Pour la concentration de l'anatoxine, nous employons la solu- 
tion normale de Vacide orthophosphorique (2). Dans les expé- 
riences préalables, on détermine la quantité de l’acide amenant 
la précipitation optima de Vanatoxine. Pour cela, dans une série 
de tubes & essai qui contiennent 5 cent. cubes d’anatoxine, on 
ajoute des quantités décroissantes de la solution d’acide ortho- 
phosphorique (par exemple 0,5, 0,48, 0,46, 0,44, 0,42, etc...). 

Apres, on ajoule & tout le volume d’anatoxine qu’on veul 
concentrer la quantilé d’acide déterminé par l’essai précédent. 
Des que la précipitation commence & s opérer dans l'anatoxine 
acidulée, on la filtre sur papier. Aprés filtration, on dissout 


(') Dans une communication récente (C. R. Soc. de Biol., 98, 1928, p. 351,, 
G. Ramon a montré que certains agents chimiques, et en particulier lacide 
chlorhydrique, allerent la valeur anligéne de l’anatoxine. Nos propres essais 
confirment cette constatation. 

(2) D’aprés nos expériences,{Vacide mélaphosphorique dénature | anatoxine 
plus fortement que lacide orthophosphorique. 


RECHERCHES SUR L’ANATOXINE DIPHTERIQUE 1443 


rapidement le dépot sur le méme filtre, avec la quantité néces- 
saire de la solution physiologique de NaCl, alcalinisée préala- 
blement par PO‘Na?H jusqu’au PIL de l’anatoxine de départ. 
Naturellement, toute manipulation doit se passer dans les con- 
ditions d’asepsie rigoureuse. 

Pour éviter la possibilité d’altération de lanatoxine con- 
centrée, il est indispensable d’exécuter les manipulations de 
concentralion avec la plus grande rapidité; la température 
basse est préférable. 

Pour apprécier la valeur de l'anatoxine concentrée ainsi 
obtenue on la dissout Jusqu’au volume de l’anatoxine origine el 
on l’éprouve par la floculation vis-a-vis du sérum spécifique. On 
détermine ainsi le contenu en unités antigéniques; un essai 
paralléle avec !’anatoxine originelle sert de contréle. 

En comparant le temps d’apparition de fa floculation avec 
celle de Vanatoxine originelle on peut ainsi apprécier le degré 
d’altération du produit concentré. 

Dans la pratique, nous nous bornons habituellement & une 
concentration de 10 fois celle de l’anatoxine de départ. 

L’anatoxine concentrée a été employée dans notre Institut 
pour lhyperimmunisation de (homme et de différents ani- 
maux (chevaux, anes, cobayes). 

L’emploi de celte préparation nous permet de résoudre d’une 
facon trés suffisante le probleme de la production d’immunité 
chez [homme dans le délai le plus court et dans les condi- 
tions les plus pratiques. En méme temps cette méthode nous 
doune la possibilité de préparer chez les chevaux des sérums 
ale haute valeur antitoxique. 

Citons quelques observations qui s’y rapportent. 


Immunisation des chevaux. 


Les essais d' immunisation des chevaux par l’anatoxine con- 
centrée nous ont donné de bons résultats. Comme exemple 
nous allons exposer le cas d'un cheval d’expérience que nous 
avons observé pendant deux ans. 

Le cheval « Aigle » de janvier 4 novembre 1926 se trouvait 
e:) immunisation ordinaire par l’anatoxine avec tapioca 


94 
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(d’aprés Ramon). Le titre du sérum pendant cette année 
oscillait de 310 AE jusqu’a 520 AK, donnant en moyenne 
KAO AK. 

A partir du mois de décembre 1926, c’est-i-dire onze mois 
apres le commencement de l’immunisation et des saignées 
systématiques, le cheval fut soumis 4 l’hyperimmunisation par 
l’anatoxine concentrée (mélangée au tapioca) qui fut continuée 
jusqu’d mars 1928, c’est-a-dire pendant quinze mois. Au cours 
de cette période le titre du sérum oscillait de 550 AE jusqu’a 
1.200 AE, donnant en moyenne 900 AE. 

La derniére saignée était faite en mars 1928; aprés deux 
injections d’anatoxine concentrée, le tilre du sérum était de 
4.200 unités. 

Malgré lVimmunisation et les saignées pendant vingt-sept 
mois (nous rectimes au total 100 litres de sang), le cheval ne 
fut pas épuisé, resta tres bien portant; il continue 4 donner un 
sérum trés bon. 

L’exemple cité démontre, clairement, quel résultat peut 
donner hyperimmunisation par Vanatoxine concentrée, qui 
permet d'introduire sous un petit volume une énorme quantité 
d’un antigéne inoffensif. 


Immunisation des enfants. 


Des observations préalables nous ont montré que les enfants 
de sept a quatorze ans supportent trés bien |’anatoxine concen- 
trée en quantité considérable. Par exemple : on peut injecter 
aux enfants 50-60 AE d’anatoxine sans aucun risque de provo- 
quer quelque réaction désagréable. Actuellement, nous prati- 
quons |’immunisation des enfants par l’anatoxine concentrée. 
La vaccination par l’anatoxine concentrée donne des résultats 
excellents et permet d’immuniser dans un temps trés court 
méme aprés une seule injection de notre anatoxine. Voila 
quelques résultats préalables de cette immunisation des enfants 
par l’anatoxine concentrée. 

200 enfants présentant une réaction de Schick positive 
subissent la vaccination en un temps avec une anatoxine 
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concentrée ayant une bonne avidilé (1) aux doses. 25-30 AE. La 
vaccination ne s’accompagne pas en général de réaction. Chez 
64 enfants, aprés deux a trois semaines, une réaction de Schick 
fut faite comme controle. Elle se montra positive dans 
3,2 p. 100; dans 85,9 p. 100 elle était négative et dans 
10,9 p. 100 était douteuse. 

Ajoutons que le contréle d’aprés la réaction de Schick d’un 
autre groupe de 27 enfants vaccinés, effectué de quatre A six 
semaines aprés l’immunisation, donna des résultats presque 
identiques & ceux du premier groupe. 

Dans un troisitme groupe d’enfants la vaccination était effec- 
tuée avec une anatoxine concentrée assez altérée quant a son 
pouvoir floculant (le retard. de la floculation initiale par compa- 
raison avec celui de l’anatoxine de départ était de douze & seize 
heures environ). Dans ce groupe, les résultats n’étaient pas 
comparables; par exemple, chez 19 enfants la réaction de 
Schick était positive chez 12 (63,1 p. 100) et négative seule- 
ment chez 7 (36,9 p. 100) dans un délai de deux jusqu’a quatre 
semaines aprés l’immunisation. 

Ainsi, ici encore, se trouve affirmée la valeur de la flocula- 
tion et en particulier de l’avidité de floculation comme indica- 
trices du pouvoir immunisant. 

L’anatoxine concentrée permet de résoudre d'une facon 
satisfaisante le probl0me (que nous avions posé) de la produc- 
tion d’une immunité suffisante avec un minimum de réaction. 

Nous avons également réussi a produire limmunilé au 
moyen de la vaccination en un temps, c’est-a-dire dans les 
conditions les plus pratiques et aussi dans un temps le plus 
court. Cependant, pour l'appréciation exacte de la valeur de la 
méthode, il convient encore d’étudier la durée de limmunité 
produite dans ces conditions. Comme nous l’avons déj} dit, 
nous ne disposons pas encore d’une méthode de concentration 
de l'anatoxine qui conserve intégralement son avidité. Autre- 
ment dit, il faut considérer notre anatoxine concentrée, méme 
dans les meilleurs cas, comme partiellement dénaturée, mais 
ce défaut de qualité du vaccin est compensé par les quantités 
énormes d'unités antigéniques que recoil Porganisme. 


(1) Liapparition de la floculation initiale doublement retardée en compa- 
raison de l’anatoxine de départ. 
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Nous pensons que la préparation d’une anatoxine concentrée 
qui aurait conservé toute son avidité (d’aprés la floculation) 
serait désirable et nous espérons que l'on pourra y arriver dans 
Pavenir. 


Conclusions. 


Lianatoxine diphtérique donne toutes facilités pour étudier 
la question générale des anatoxines posée par les recherches de 
G. Ramon. 

La valeur de Vanatoxine dipitérique peut élre appréciée a la 
fois quantitativement (en unités antigéniques) ef qualitativement 
(avidité pour Pantitoxine) au moyen de la réaction de floculation. 

Grace dé Lanatoxine diphtérique, il est facile dimmuniser 
Phomme vis-a-vis de la toxi-infection diphtérique. 

On peut préparer une analoxine diphtérique concentrée (au 
moyen de lacide orthophosphorique) qui, quoique diminuée 
dans son avidité, peut, en utilisant de trés grosses doses, servir 
a Cimmunisation de Vhomme et des animaux producteurs de 
s“rum antidiphtérique. 


RECHERCHES SUR L’ANAPHYLAXIE SERIQUE 
par E. SUAREZ et W. SCH/EFER. 


DEUXIEME MEMOIRE) 


L'antianaphylaxie : ses caractéres. 


Les animaux sensibilisés avec le sérum d'une espéce déter- 
minée ne sont susceplibles d’acquérir l’antianaphylaxie 
qu’aprés l’injection de sérum de la méme espéce. On sait que 
Vantianaphylaxie est spécifijue, elle s’élablit trés rapidement 
et persiste longtemps. 

Le choc précéde souvent l’antianaphylaxie, si bien que l'on 
a lhabitude de considérer les deux phénoménes comme liés 
entre eux. 

L’antianaphylaxie étant proportionnelle a la dose d’antigéne 
injectée, injection par voie sanguine d’un sérum peu toxique 
(sérum chauffé) produit une antianaphylaxie solide. En ce cas, 
Vantiavaphylaxie apparait sans étre précédée d'un choc; il faut 
noter cependant que le sérum chauffé étant seulement trois 
fois moins toxique que le sérum frais, on ne saurait parfois 
éliminer le choc d’une facon absolue. 

Les animaux éprouvés par la voie intrapéritonéale ou sous- 
cutanée, avec des doses fortes d’antigéne, acqui¢rent également 
Vantianaphylaxie au bout d'un certain délai, sans présenter de 
choc apparent (choc retardé) (1). 


PRoprifrés ANTIANAPHYLACTIQUES 
DES DIVERSES FRACTIONS PROTEIQUES DE SERUM. 


Ayant eu a notre disposition les divers antigénes qui entrent 
dans la composition du sérum, nous nous sommes proposé 


(1) Il existe un seul cas d’antianaphylaxie qui n'est pas précédée du tout 
de choc; c'est celui des animaux sensibilisés au lait qui, aprés l’administra- 
tion par voie buccale de petit-lail, présentent de l'antianaphylaxie sans avol) 
eu le moindre choc (Besredka). 
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d’en éludier les propriétés antianaphylactiques. L’intensité de 
lantianaphylaxie élant en rapport avec la toxicilé de l’antigéne, 
nous avons étudié en méme temps ces deux propriétés. 

Pour l'étude de la toxicité de chaque proléine, nous avons 
pris, comme terme de comparaison, la toxicité du sérum 
complet dont elle provenait. 

Les cobayes qui nous ont servi dans nos expériences 
pesaient entre 270 grammes et 340 grammes. Ils ont élé sensi- 
bilisés avec 1/100 de centimétre cube de sérum frais, puis 
éprouvés au bout de vingt-trente jours. 

La toxicité absolue (en milligrammes) des protéines du méme 
sérum s’était montrée tres variable : elle dépendait du degré 
de sensibilisation des animaux et de la nature des sérums thé-. 
rapeutiques 

Pour cette raison, nous avons employé constamment des pro- 
téines, fraichement préparées et provenant du sérum employé 
a la sensibilisation. 

Pour l'étude de l’antianaphylaxie, nous avons pris comme 
unité la dose précritique (1) de sérum frais. 

Les protéines sériques étaient injecltées par voie intra-arté- 
rielle, 4 des doses précritiques. La comparaison des quantités 
de protéine injectée dans chaque cas nous donnait la valeur 
antianaphylactique de la protéine. 

Quelques-uns des animaux élaient éprouvés immédiatement 
apres l'injection antianaphylactique; d’autres, deux a trois 
jours plus tard. De cette facon nous vérifidmes, d’une part, 
apparition immeédiate de l’antianaphylaxie et, d’autre part, sa 
persistance. 


Toxicité ET PROPRIETES ANTIANAPHYLACTIQUES DE L’EUGLOBULINE. 


Lreuglobuline pure montrait une toxicité légarement supé- 
rieure a celle du sérum complet. 

Cependant la toxicité du sérum devenait deux a trois fois plus 
faible quand on retirait du sérum la totalité de son eug!lobuline 
(20 p. 100 du contenu, en protéines du sérum complet). 

L’euglobuline impure (avec approximativement 10 p. 100 de 


(1) Dénomination de Besredka pour la dose d’antigéne précédant la mor- 
telle. 
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pseudoglobuline) était de deux a trois fois plus toxique (1) que 
le sérum complet. Ceci montre que la toxicité de leuglobuline 
diminue au cours de sa purification. 

L’euglobuline pure, injectée par voie intra-artérielle, ne 
protége pas contre la réinjection de sérum complet : les ani- 
maux qui ont eu un choc apres l’injection d’euglobuline ne 
résistent pas & la réinjection de sérum. 


CosayE : 10-7/8. 


Eprouvé : 10 juin avee 1/2 cent. cube d’euglobuline : choc net. 

Réinjecté : 13 juin avec 3/4 cent. cube d’euglobuline : choc léger, malaise. 
Réinjecté : 13 juin avec 1 cent. cube d’euglobuline : pas de choc, malaise. 
Réinjecté : 15 juin avec une dose mortelle de sérum complet : choc mortel. 


Dans quelques cas, les cobayes sensibilisés au sérum étaient 
protégés par l’euglobuline contre la réinjection d’euglobuline; 
mais celte antianaphylaxie était faible et éphémére (un & deux 
jours de durée). Dans d’autres cas, Veuglobuline manquait 
complétement de propriétés protectrices (2). 


Cospaye : 10-45/46. 


Eprouyé : 12 juin avec 1 cent. cube d’euglobuline : choc net. 

Réinjecté : 44 juin avec 2 cent. cubes d’euglobuline : presque pas de symp- 
tomes. 

Réinjecté : 15 juin avec 1 dose mortelle de sérum complet : choc mortel. 


L’euglobuline pure, injectée & hautes doses par les voies sous- 
cutanée ou intrapéritonéale, ne donnait pas d’antianaphylaxie. 


Copaye : 11-75/76. 


Injecté : 8 juillet avec 3 cent. cubes d’euglobuline par la voie intrapérito- 
néale et 2 cent. cubes d’euglobuline par la voie sous-cutanée. 
Eprouvé : 12 juillet avec 2 doses mortelles de sérum complet : choc mortel. 


L’euglobuline étant pratiquement dénuée de pouvoir anti- 
anaphylactique, il nous a paru que le sérum privé d’euglobuline, 


(14) La toxicité de Veuglobuline impure était de 2 milligrammes, celle du 
sérum dont elle provenait était de 5 milligr. 2. La toxicité de l’euglobuline 
pure était de 0 milligr. 28, celle du sérum dont elle provenait était 
de 0 milligr. 32. ; cy 

(2) Ces cas se produisaient constamment quand Yeuglobuline était absolu- 
ment pure (elle ne sensibilisait pas contre la pseudoglobuline). 
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moins toxique que le sérum complet, devait mieux antianaphy- 
lactiser que ce dernier; l'expérience a confirmé notre hypothese. 


Copaye: C, 48. 
Eprouvé : 24 avril avec 4/200 cent. cube de sérum sans euglobuline : choc 
léger. 


Eprouvé : 5 minutes apres avec 1/100 cent. cube de sérum sans euglobuline : 
pas de choc. 


Eprouvé : cing minutes aprés avec 1/50 cent. cube de sérum complet (4 doses 
mortelles) : pas de choc, léger malaise. 


ToOxicITE ET PROPRIETES ANTIANAPHYLACTIQUES 
DE LA PSEUDOGLOBULINE. 


La pseudoglobuline possede une toxicité semblable a celle du 
sérum complet. 

Les animaux sensibilisés au sérum complet présentent, & 
injection d’une dose précritique de pscudoglobuline, une anti- 
anaphylaxie contre le sérum complet, égale a celle produite par 
la dose précritique dudit sérum. 


CoBaYE : 10-98. 


Eprouvé : te" juillet avec 1/4 cent. cube de pseudoglobuline : choc net. 
Réinjecté : 3 juillet avec 2 doses ‘mortelles de sérum complet : léger choc. 


TOXtciTé ET PROPRIETES ANTIANAPHYLACTIQUES 
DE LA SERUMALBUMINE. 


La toxicité de la sérumalbumine a été discutée pendant long- 
temps. 

Pour Gay et Adler, elle est la partie la plus toxique du sérum. 
Pour Doerr et Berger, elle est la partie la moins toxique; selon 
Ruppel et ses collaborateurs, elle est complétement dépourvue 
de toxicilé. 

Dans nos expériences, la sérumalbumine était, en général, 
deux 4 trois fois moins toxique que le sérum complet dont elle 
provient. 

Dans certains cas exceptionnels, la sérumalbumine était aussi 
toxique que le sérum complet (sérumalbumine de sérum anti- 
diphtérique pour les animaux sensibilisés au méme sérum). 
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Dans d'autres cas, la toxicité élait 10 fois inférieure a celle du 
sérum complet (animaux sensibilisés avec un sérum thérapeu- 
tique de haut titre et éprouvés avec de la sérumalbumine pro- 
venant d’un sérum normal . 

Quelquefois la sérumalbumine paraissait presque atoxique 
(animaux sensibilisés au sérum antidysentérique et éprouvés 
avec lalbumine provenant du sérum antidiphtérique) : c’est-a- 
dire que la toxicité de la sérumalbumine est variable selon la 
nature des sérums employés tant a la sensibilisation qué 
l’6preuve (1). 

L’antianaphylaxie, que confére la dose précritique de sérum- 
albumine, est semblable & celle produite par une dose corres- 
pondante de sérum complet. La quantité de protéines contenues 
dans cette dose étant supérieure & celles du sérum complet, il 
en résulte que les propriétés antianaphylactiques de la sérum- 
albumine sont inférieures & celles du sérum. 


Gosive + Geno: 


Eprouvé : 7 février avec 1/40 cent. cube de sérum complet (2 milligrammes 
de protéine) : choc net. 

Réinjecté : 8 février avec 2 4 3 doses mortelles de sérum complet : choc; 
malaise. 


Covaye : C, 84, 


Eprouvé : 7 février avec 1/10 cent. cube de solution de sérum ilbumine 
(5 milligrammes de protéine) : choc net. 

Réinjecté : 8 février avec 2 A 3 doses mortlelles de sérum complet : leger 
choc. 


Les cas dans lesquels la sérumalbumine élait atoxique furent 
particulidrement intéressants. L’injeclion des petites doses de 
cette substance par le voie intra-artérielle produisait de l’anti- 
anaphylaxie; il en a été de méme par les voies sous-culanée ef 
intrapéritonéale. 

Cospaye : 44-73/7+. 
Eprouvé : 8 juillet avec 1/2 cent. cube de s¢rumalbumine : pas de symptomes. 


Réinjecté : 11 juillet avec 2 doses mortelles de sérum complet : pas de symp- 
lomes. 


(1) Voir C. R. Soc. de Biol., 98, 1928, p. 44. 
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Coraye : 14-11/12. 


Injecté : 4 juillet avec 3 cent. cubes de sérumalbumine par la voie sous- 


cutanée 
Réinjecté : 7 juillet avec 4 doses mortelles de sérum complet (voie intra- 
artérielle) : choc léger et malaise. 


Cosaye : 14-81/82. 


Injecté : 4 juillet avee 2 cent. cubes de sérumalbumine par la voie intra- 
péritonéale. 

Réinjecté : 6 juillet avec 4 doses mortelles de sérum complet (voie intra- 
artérielle) : pas de choc, malaise el légére faiblesse des membres postérieurs. 


Dans ces cas nous avons 6lé stirs de ne pas produire de choc, 
parce que méme les hautes doses de sérumalbumine (3 cent. 
cubes —60 milligrammes de protéine), injectées par voile intra- 
artérielle, ne produisaient pas le moindre trouble. Ces fortes 
doses conféraient une antianaphylaxie beaucoup plus solide 
que celle conséculive & une injection de sérum complet qui 
avait provoqué un choc grave. 


Cosaye : 8-65/66. 


Eprouyé : 11 juillet avec 3 cent. cubes de sérumalbumine: pas de symptémes. 
Réinjecté : 15 juillet avec 8 doses mortelles de sérum complet: choc léger 
et de tres courte durée. : 


La comparaison des propriétés antianaphylactiques et 
toxiques des antigénes sériques montre que ces propriétés n’y 
sont pas réparties d'une facgon égale. 

L’injection d’une fraction protéique de sérum (a l'exception 
de l’euglobuline) confére aux animaux, sensibilisés au sérum 
complet, l’antianaphylaxie contre elle-méme et contre les autres 
fractions, c’est-a-dire contre le sérum complet. 


L’aANTIANAPHYLAXIE SUIT-ELLE LA SPECIFICITE 
DES ANTIGENES SERIQUES ? 


Nous avons recherché si les animaux, sensibilisés avec un 
des antigénes sériques, puis injectés avec un autre antigéne, 
peuvent acquérir, sans présenter de choc, l’antianaphylaxie 
pour l’anligéne ayant servi a la sensibilisation. 
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A. Animaux sensibilisés a Ceuglobuline. — Les animaux, 
sensibilisés avec de l’euglobuline, puis éprouvés avec cette der- 
nitre a des doses précriliques, présentent un choc; mais, 
celui-ci n’est pas suivi d’antianaphylaxie, si leuglobuline 
employée a l’épreuve est pure (1). 

La réinjection & animal en question de la méme dose pré- 
criligue d’euglobuline produit le choc, celle d’une dose plus 
forte détermine la mort. 


Copaye : 11-54. 


Eprouvé : 29 juin avec 1/80 cent. cube d’euglobuline : choc net. 

Réinjecté une demi-heure apres avec 1/20 cent. cube d’euglobuline (une dose 
mortelle) : malaise grave, dyspnée progressive : lanimal reste couché: 
commence a se remettre et redevient malade. 

Réinjecté : 30 juin avec 1/10 cent. cube d’euglobuline (2 doses mortelles) : 
choe moriel. 


Copaye : 14-53. 


Eprouvé : 27 juin avec 1/40 cent. cube d’euglobuline : choc grave. 

Réinjecté : 29 juin avec 1/20 cent. cube d’euglobuline (une dose mortelle) < 
choe grave. 

Réinjecté : 30 juin avec 1/20 cent. cube d’euglobuline {une dose mortelle) : 
choc grave, mort quatre heures apres. 


Liinjection de pseudoglobuline ne produit aucun trouble. 
Cette imjection, méme & tres petites doses, confére une anti- 
anaphylaxie marquée contre l’euglobuline; cette protection est 
dautant plus remarquable que l’euglobuline ne prolége pas 
contre elle-méme. 

Copaye: A. 98. 


Eprouvé 413 juillet avec 3 cent. cubes de pseudoglobuline (6 doses mor- 
telles) (2) : pas de symptomes. 

Réinjecté : 15 juillet avec 5 doses mortelles d’euglobuline : pas de choc, léger 
malaise. 


Copaye : A. 79. 


Eprouvé : 13 juillet avec 1 cent. cube de pseudoglobuline (2 doses mortelles) : 


pas de symptomes. 
Réinjecté : 15 juillet avec 2doses mortelles d’euglobuline : pas de symptémes. 


(1) Dans quelques cas, nous avons pu observer une diminution passagére 
de Vhypersensibilité qui disparaissait en deux jours. 

(2) Les doses mortelles indiquées se rapportent aux animaux sensibilisés 
vis-a-vis du méme antigéne. 
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La sérumalbumine ne produit pas de choc et donne lieu & 
une faible antianaphylaxie, méme injectée & hautes doses. 


CospayeE : 11-37. 


Eprouyé : l* juillet avec 3 cent. cubes de sérumalbumine (15 doses mortelles) : 
pas de symptomes. 

Réinjecté : 4 juillei avec 2 A 3 doses mortelles d’euglobuline : choc, malaise 
grave, survil. 


B. Animauz sensibilisés a la pseudoglobuline. — Les animaux, 
sensibilisés & la pseudoglobuline et éprouvés vis-a-vis de cette 
derniére, présentent un choe et sont ensuite antianaphylactisés. 
Linjection de pseudoglobuline provoque un choc el protége 
contre la réinjection de 2 duses mortelles, mais ne protege pas 
contre celle de 4 doses de pseudoglobuline. 


CosayveE : D. 4. 


Eprouyé : 25 avril avec 1/4 cent. cube de pseudoglobuline : choc net. 
Réinjecté : 26 avrilavec 1 cent. cube de pseudoglobuline (2 doses mortelles) : 
léger choc. 


Copaye: D. 8. 
Eprouyé : 25 avril avee 1/4 cent. cube de pseudoglobuline : choc net. 


Réinjecté : 26 avril avec 2 cent. cubes de pseudoglobuline (4 doses mortelles) : 
choc mortel. 


La réinjection de sérumalbumine, sans produire le moindre 
trouble, donne lieu a une antianaphylaxie plus marquée que 
celle que confére une dose de pseudoglobuline, laquelle pro- 
voque un choc net. 

Cosaye : D. 97. 


Eprouyé : 3 aout avec 3 doses mortelles de sérumalbumine (1 cent. cube) : 
pas de symptomes. 


6 


Réinjecté : 7 aotit avec 4 doses mortelles de pseudvglobuline (1 1/2 cent. 
cube) : pas de choc. 


Ces animaux, éprouvés avec de leuglobuline, peuvent pré- 
senter un certain degré d’antianaphylaxie. Cette antianapby- 
laxie ne parvient pas a protéger animal contre 2 doses mor- 
telles de pseudoglobuline; en outre, elle est inconstante (1) 


(1) Nous avons vu qu'il étail trés difficile de yérifier la pureté absolue de 
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CopayE : A. 19. 


Eprouvé : 4 février avec 6 doses mortelles d’euglobuline (2 cent. cubes) : pas 
de symptomes. 

Réinjecté : 5 février avec 2 doses mortelles de pseudoglobuline : choc érés 
grave. 


Copaye : A. 18. 
Eprouve : 4 février avec 6 doses mortelles d’euglobuline (2 cent. cubes) : 


pas de symptomes. 
Réinjecté : 5 février ayec*1 dose mortelle de pseudoglobuline : choc léger. 


C. Animauzx sensibilisés a la sérumalbumine. — Les animaux, 
sensibilisés & la sérumalbumine, se laissaient facilement pro- 
téger par la réinjection de cette méme substance, faite a la dose 
précritique. Cette protection porte d’emblée contre 3 doses 
mortelles, laquelle protection est rarement obtenue avec le 
sérum complet, chez Jes animaux sensibilisés avec ce dernier. 


CosayE : 8-82/83. 


Hprouvé : 44 mai avec 1/4 cent. cube de sérumalbumine : choc net. 
Réinjecté : 16 mai avec 3 doses mortelles de sérumalbumine (4 1/2 cent. cube) : 
léger choe. 


L’injection de pseudoglobuline ne produit pas de trouble et 
confére une antianaphylaxie trés marquée ‘contre 4 doses mor- 
telles de séruma]Jbumine). 


CoBayeE : 8-55/56. 


Eprouyé : 1°" juillet avec 4 doses mortelles de pseudoglobuline ; pas de symp- 


tomes. 
Réinjecté : 2 juillet avec 4 doses mortelles de sérumalbumine : pas de choc. 


L’injection de fortes doses d’euglobuline pure ne protége pas 
contre la réinjection de sérumalbumine. 


Copaye : 8-84/85. 


Eprouvé : 2 juillet avec 40 doses mortelles d’euglobuline (2 cent. cubes) : 


pas de symptomes. 
Réinjecté : 6 juillet avec 2 doses mortelles de sérumalbumine : choc net. 


Veuglobuline (épreuve de sensibilisation), et d’affirmer avec certitude l'absence 
de traces de pseudoglobuline; nous sommes par suite dans limpossibililé 
d@affirmer que l’euglobuline soit, dans ce cas, complétement dépourvue de 


propriétés antianaphylactiques. 
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ll ressort de ces expériences que l’antianaphylaxie n’est pas 
strictement spécifique quant aux différents antigénes contenus 
dans le sérum; elle est nette pour les fractions voisines et pres- 
que nulle pour les fractions éloignées (fractions trés diffé- 
renciées) (4). 

Liinjection d’une fraction, & l’animal sensibilisé vis-a-vis 
d’une fraction voisine (pseudoglobuline pour euglobuline et 
pour sérumalbumine; sérumalbumine pour pseudoglobuline), 
ne produit pas de choc, mais protége, et cela plus fortement que 
si l’on avait injecté la fraction homologue, laquelle provoque 
le choc. 

Linjection d’une fraction éloignée (sérumalbumine chez les 
animaux sensibilisés 4 l’euglobuline) confére une protection 
trés faible ou nulle. 


Conclusions. 


On peut obtenir réguherement l’antianaphylaxie sans choc; 
dans ce cas, l’antianaphylaxie est plus intense que celle consé- 
cutive au choc. 

On peut obtenir le choc a répétition (euglobuline pure), sans 
avoir d’antianaphylaxie. 

Entre le choc et l’antianaphylaxie, il n’existe pas de relation 
de cause a effet; il s’agit de phénoménes concomitants, suscep- 
tibles d’étre dissociés. 

Les recherches portant sur |’anaphylaxie et l’antianaphylaxie 
des diverses proléines du sérum autorisent & admettre que 
chacune d’elles est constituée par deux groupes de fonctions : 
sensibilisante et toxique, d’une part; et antianaphylactique, 
dautre part. 

Ces fonctions ne sont pas représentées d’une facon égale dans 
chacune des protéines sériques. 

L'euglobuline est surtout sensibilisante et toxique; quant & 
ses propriétés antianaphylactiques, elles sont insignifiantes ot 
nulles. 

Dans la pseudoglobuline, les deux fonctions sont repré- 
sentées, comme dans le sérum complet. 


(1) Voir Ces Annales, 8, 1928, p. 877. 
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La sérumalbumine posséde plus de propriétés antianaphylac- 
tiques que de propriétés toxiques et sensibilisantes. 

Les propriétés sensibilisantes et toxiques sont strictement 
spécifiques pour chaque antigéne; les propriétés antianaphylac- 
tiques sont communes & plusieurs fractions de sérum. 

Une fraction hétérologue produit une meilleure antianaphy- 
laxie qu’une fraction homologue, la premiére pouvant étre 
injectée & une plus forte dose que la derniére. 


(Travail du Laboratoire de M. Besredka a (Institut Pasteur.) 


RECHERCHES SUR L’ANAPHYLAXIE SERIQUE 
par MM. E. SUAREZ et W. SCH/EFER (1). 


(TROISIEME MEMOIRE, 


La spécificité anaphylactique des sérums thérapeutiques. 


Au cours de recherches sur la toxicité et sur le pouvoir anti- 
anaphylactique des fractions du sérum, exposses dans un 
mémoire précédent (2), nous avons été frappés des irrégularilés 
de la toxicité des sérumalbumines. Bien que préparées d’une 
facon identique, certaines sérumalbumines se sont montrées 
toxiques, chez les animaux sensibilisés, vis-a-vis du sérum 
complet; d’autres, au contraire, atoxiques. 

En cherchant la cause de ces irrégularités, nous avons 
constaté que les sérumalbumines provenant d’un sérum anti- 
diphtérique étaient atoxiques (1 @ 2 cent. cubes) pour les 
cobayes sensibilisés avec du sérum antidysentérique. Ces 
mémes sérumaibumines se montraient trés toxiques (1/10 a 
1/15 de cent. cube) pour les animaux sensibilisés avec du sérum 
antidiphtérique. 

La toxicité des sérumalbumines variait done avec la nature 
du sérum employé pour la sensibilisation. Cette toxicité était 
surtout accusée chez les animaux qui avaient été sensibilisés 
avec du sérum thérapeutique de méme nom que la sérum- 
albumine employée pour l’injection. 

Cela établi, nous avons recherché si d’autres sérums théra- 
peuliques auraient la méme propriété. 

Nos cobayes d’expérieuces pesaient entre 260 et 340 grammes. 
Ils ont été préparés avec des sérums thérapeutiques non 


(4) Ces Annales, 8, 1928, p. 877. 


(2) L’'International Education Board (fondation Rockefeller) a donné a 
M. Scheefer une bourse qui lui a permis de travailler A l'Institut Pasteur. 11 
désire témoigner a cette Fondation ses sentiments de reconnaissance. 
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chaulfés (1/100 de cent. cube sous la peau) provenant d'un ou de 
plusieurs chevaux. L’injection d’épreuve était faite toujours 
apres le méme délui d’incubation (vingt a trente jours), soit 
avec le sérum spécifique correspondant (provenant d’un ou de 
plusieurs chevaux), soit avec des sérums thérapeutiques autres 
que celui qui avait servi & la sensibilisation. Chaque série 
d’expériences portait sur 20 animaux ; souvent les expériences 
ont été répétées trois & quatre fois. Ces expériences ont porté 
sur plus de 300 animaux. La dose minima mortelle était déter- 
minée chaque fois sur trois animaux. 

Les résultats des expériences sont résumés dans le tableau 
ci-joint : 


DOSE MINIMA MORTELLE DE SERUM EN CENT. CUBES, 
EN INJECTION DECHAINANTE 
NATURE DU SERUM 
employé 


pour la sensibilisation 


Sérum 
anlitétanique 
Sérum 
antlirouget 
Sérum 
antistreptococcique 
Sérum 
hémolytique 
Sérum normal 


o 
a 
me 

0) 
a. 

= 

ee} 

g 
wo 


Sérum 
antidysentérique 


Sérum antidiphtérique. . 
Sérum.antidysentérique . . 
Sérum antilétanique. .. 
Séruniantinou Sethian s ens /§ 1/410 4]5 
Sérum antistreptococcique. /6 4/80} 4/+0 
Sérum hémolytique.... 20 1/10 |4/20-4/30 
i Sérummorn all tees anes i 1/80} 4/80 


Il résulte de ces expéricnces que la toxicité maxima est 
observée lorsqu’on se sert du méme sérum spécifique, & la fois 
pour sensibiliser et pour provoquer le choc. La toxicité du 
sérum thérapeutique homologue est de une fois elt demie a 
quatre fois plus grande que celle des autres sérums thérapeu- 
tiques, non spéciliques, ou celle de sérum normal. 

La toxicilé du sérum antidysentérique est dix fois plus 
grande que celle du sérum antidiphtérique lorsquil est injecte 
aux cobayes sensibilisés avec le sérum antidysentérique. I est 
exceplionnel qu'un sérum étranger (sérum antidiphtérique et 
sérum antidysentérique) ait & peu pres la méme toxicité que 


95 
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le sérum sensibilisant;:le fait a été observé lors dela sensibi- 
lisation avec du sérum hémolytique. 

Les animaux ‘sensibilisés avec un sérum thérapeutique sup- 
portent le sérum normal a une dose deux a cing fois plus forte 
que le sérum qui a servi a la sensibilisation. 

Par contre, la toxicité des sérums thérapeutiques et des 
sérums normaux estla méme chez les animaux qui avaient été 
sensibilisés avec du sérum normal. 

Ces expériences montrent qu'il y a dans l’anaphylaxie 
sérique, & cdlé de la spécificité despéce, une autre spécificité 
qui correspond a:la nature thérapeutique des sérums. 


RAPPORT ENTRE LA SPECEFICIFE ANAPHYLACTIQUE 
ET LA VALEUR ANTITOXIQUE DES SERUMS. 


Nous avons constaté qu'un sérum antitélanique d'une valeur 
antitoxique faible (60 unilés) ne conférait pas la spécificité dont 
il a été question plus haut, mais qu’il sensibilisait comme un 
sérum normal : tous les sérums produisaient le choc des ani- 
maux a la méme dose. 

Animaux sensibilisés avec 1/100 decent. cube de sérum anti- 


tétanique (60 unités) : 


Eprouves : 


Dose minima mortelle de sérum antitétanique, en cent.cubes. 41/40 
Dose minima mortelle de sérum normal, en cent. cubes... 4/40 


Les animaux sensibilisés avec un sérum antitétanique d’une 
valeur antitoxique élevée (450 unités) donnaient, au contraire, 
avec le sérum antitétanique, une réaction quatre fois plus forte 
qu’avec du sérum normal. 

Animaux sensibilisés avec 1/100 de cent. cube de sérum 
antitétanique (450 unités) : 


Eprouvés : 


Dose minima mortelle de sérum antitélanique, en cent. cubes. 1/80 
Dose minima mortelle de sérum normal, en cent. cubes . . . 1/16 


Cette expérience montre que la spécificité anaphylactique du 
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sérum est sous la dépendance de la quantité d’anticorps qu'il 
contient. 

Une autre constatation a été faite avec le sérum antidysenté« 
rique. 

Ce dernier, d’une haute valeur antitoxique (protégeant la 
souris & 1/600 de cent. cube contre dix doses mortelles de 
toxine), sensibilisait spécifiquement. 

Animaux sensibilisés avec 1/100 de cent. cube de sérum 
antidysentérique (cheval 28) : 


Eprouves le 30 octobre 1927 : 


Dose minima mortelle de sérum antidysentérique, en centi- 
MLC UTS SACU S Cpe ay aha gs SE) th othe uivge aiokfomc ck Lambie ones 4/20 


Le méme cheval fut saigné cing mois plus tard; son sérum 
servit a la sensibilisation dune autre série d’animaux. Cette 
fois-ci, nous n’avons pas constalé de spécificité anaphylactique. 
Le dosage de ce sérum nous montra que sa valeur antitoxique 
était diminuée de quatre fois (de 1/600 de cent. cube & 1/150 de 
cent. cube) (1). 

Animaux sensibilisés avec 1/100 de cent. ‘cube de sérum 
antidysentérique (cheval 28) : 


Eprowveés le 14 mars 1928 : 


Dose minima mortelle de sérum antidysentériquc, en cenli- 
WMRIS CULES Goo oo 4 6 hod 5 a roerio oe ooo ome: o 4/20 
Dose minima mortelle de sérum normal, en cent. cubes. . . 1/20 


A QUELLE FRACTION DU SERUM EST LIEE LA SPRCIFICITE ? 


Pour étudier cette question, nous avons pris le cas le plus 
marqué, au point de yue anaphylaxie, celui du sérum anti- 
diphtérique vis-a-vis des animaux sensibilisés au sérum anti- 
dysenlérique. 

La sérumalbumine du sérum antidysentérique, qui est 
dépourvue d’anticorps (2), ne posséde pas de spécificité anaphy- 


(1) Les dosages du sérum antidysentérique et des fractions du sérum 
antidysentérique ont été faits par M. Sadik Mehmed que nous remercions. 
(2) Nos recherches a ce sujel démontrent que l'antitoxine dysentérique est 
totalement liée a la pseudoglobuline ; la sérumalbumine en est dépourvue. 
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lactiques : elle présente la méme toxicité pour les animaux qui 
sont sensibilisésavec du sérum antidysentérique que pour ceux 
qui sont sensibilisés avee du sérum antidiphtérique. 

Animaux sensibilisés avec 1/100 de cent. cube de sérum 
antidysentérique : 


Eprouvés le 19 décembre 1927 


Dose minima mortelle de sérum antidysentérique, en centi- 


MATOS PNUIOXSCS Soo os 5 4 oecee «hig ie Meee Ramu E RS .. 4/40 
Dose minima mortelle de sérumalbumine antidysentérique, 
Cie MHA INK GB Soo ho wo on oF bo Oo 4/10 


Animaux sensibilisés avec 1/100 de cent. cube de sérum 
antidiphtérique : 


Eprouveés le 20 décembre 1927 : 


Dose minima mortelle de sérum antidiphtérique, en 


GentimmenesreulieSeen es ti | ui ae e ee OREO ‘ 4/40 
Dose minima mortelle de sérum andy cee en 

OCMC URIS KM 6b Hen 6 b wo oo He So oO eo 1/145 a 1/20 
Dose minima mortelle de sérumalbumine antidysen- 

teriquemenrcentimetres CUDES .) Luracnraenenes martin: 4/10 


Par contre, la sérumalbumine antidiphtérique (1) posséde la 
méme spécificité que le sérum antidiphtérique. Elle est plus 
toxique pour les animaux sensibilisés avec le sérum antidiphté- 
rique que la sérumalbumine du sérum norma!. Elle est trés peu 
toxique ou atoxique pour les animaux sensibilisés avec le sérum 
antidysentérique. 

Animaux sensibilisés avec 1/100 de cent. cube de sérum 
antidiphtérique : 


Eprouvés le 31 octobre 1927 : 


Dose minima mortelle de sérum antidiphtérique, en centi- 


MARKO. 4 4 6 ob OG Oe aoe ees ee ora UG!) 
Dose minima mortelle de sérum albumine antdiphionn 

enycentimethestculbeSeme i) <5. sn cnt tema ne 1/18 
Dose minima mortelle de sérumalbumine normale, en centi- 

WER CCIE d oo 6 A Ob ee oS PTS Le Gb er, nls 


(1) Celle sérumalbumine, comme on le sait, ne renferme pas danticorps. 
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Animaux sensibilisés avec 1/100 de cent. cube de sérum 
antidysentérique : 


Eprouvés le 3 novembre 1927 : 


Dose minima mortelle de sérum apie eee en centi- 


MNVELLeSPCUDESes het om acetate ets 35 Se 
Dose minima mortelle de sérum autidinhentgne: en Mente 

TMCLTESHCU DES Murari AEE con Sie, he) 0. oo 4/4 
Dose minima mortelle de sérumalbumine Aran Hee. 

CNneCenwMMeLesucube Snes cant. Cae ne eee sop AYP 


TOXICITE ANAPHYLACTIQUE DES SERUMS THERAPEUTIQUES. 


La comparaison de toxicité des différents sérums, pour les 
animaux sensibilisés avec du sérum fortement anlitoxique, nous 
montre que le sérum homologue a celui qui a servi a Ja sensi- 
bilisation est trés toxique. 

Dans le cas ot Jesérum sensibilisant n’avait pas de spécificité 
thérapeutique, les sérums que l’on emploie en injection déchai- 
nante présentent la méme toxicité. 

En voici un exemple: 

Les cobayes sont sensibilisés avec 1/100 de cent. cube de 
sérum normal de cheval, puis éprouvés, dix-huit jours aprés, 
avec différents sérums thérapeutiques : 


cubes 


SERUM 
antidysentérique 
en cent. cubes 
SERUM 
anlidiphtériaue 
en cent. cubes 
SERUM 
hémolytique 
en cent. cubes 
SERUM 
antistreptococcique 
en cent. cubes 
SERUM 
antitétanique 
en cent. cubes 
SERUM 
antirouget 
en cent. cubes 


=] 
< 
a 
=) 
Zz 
ial 
=) 
x 
a 
n 


en cent. 


4/420 1/120 41/120 1/120 4/120 4/120 1/120 

| Choc net.| Choc net.| Choc net.| Choc net. Choe net. Choe net. |Choc net. 
4/80 1/80 1/80 1/80 1/80 4/80 1/80 

| Choc mortel. | Choc mortel. | Choe rte Choc mortel. | Choc moriel. | Choc mortel. | Choc mortel. 


Afin de se rendre compte de la toxicité effective des sérums, 
il faut, en plus de la spécificité anaphylactique, prendre en con- 
sidération un aulre facteur qui est le degré de sensibilisation. 
En voici un exemple : 
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DOSE MINIMA MORTELLE DE SERUM, EN CENT. CUBES 
EN INJECTION DECHAINANTE 


NATURE DU SERUM 
employé 


pour la sensibilisation 


Sérum 
antirougelt 

*Sérum 
hémolytique 


Sérum 
antitétanique 
Sérum normal 


(>) 
= 
of 
& 
gs 
oOo 
Se 
as 
ng 
= 
[=] 
oO 


antidysentérique 
antistreptococcique 


Sérum antirouget 4/5 | 4/10 | 4/20 | 1/40 | 4/5 
Sérum antistreptococcique.| 1/20 | 1/10 | 1/40 | 1/60 | 4/80 | 1/40 


La spécificité sensibilisante des sérums thérapeuliques est 
manifeste ; lesérum antirouget est, de tous les sérums éprouvés, 
le plus toxique pour les animaux sensibilisés avec ce ‘sérum. 
Mais, fait intéressant, ce sérum se montre plus toxique ehez 
les animaux sensibilisés avec le sérum antistreptococeique. 

Cela tient & ce que le degré de la sensibilisation n’est pas le 
méme pour les deux séries d’animaux : les animaux, préparés 
avec du sérum antistreptococcique, sont plus fortement sensi- 
bilisés que ceux préparés avec du sérum antirouget. La dose 
minima mortelle du sérum anlistreptococcique pour les ani- 
maux sensibilisés avec le méme sérum est de 1/80 de cent. 
cube; la dose minima mortelle du sérum antirouget pour les 
animaux sensibilisés avec ce dernier est seulement de 1/20 de 
cent. cube. Nous en concluons que dans le cas envisagé le 
sérum antistreptococeique sensibilise quatre fois plus fortement 
que le sérum antirouget. 


L’ANTIANAPHYLAXIE DES SERUMS THERAPEUTIQUES. 


Dans un Mémoire précédent, nous avons montré qu'il est 
possible d’obtenir réguliécement Vantianaphylaxie sans qu'elle 
soit précédée d’un choc. 

Les études sur jla spécificité anaphylactique des sérums thé- 
rapeutiques nous ont apporté un nouvel exemple d’antianaphy- 
laxie sans choc, laquelle serait méme plus solide que celle qui 
suit le choc. 

Les animaux sensibilisés avec le sérum antidysentérique ont 
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été éprouvés, d'une part, par ce méme sérum, trés toxique, et, 
d’autre part, par le sérum antidiph!érique, dix & quinze fois 
moins toxique. 

La dose précritique du sérum antidysentérique donne lieu, 
chez ces animaux, & une antianaphylaxie moins solide que celle 
conférée par le séram antidiphtérique. 


G38. Eprouvé avec 1/80'de centimetre cube de sérum antidysentérique] : 
Choe léger. 

Réinjecté une hewre aprés avec 2'doses mortelles de sérum antidysenté- 
rique (1/20 de centimetre cube) : Choc léger, dyspnée. 


Le sérum antidiphtérique était, pour ces animaux, toxique 
seulement a la dose de1/441/2 cent. cube. 
C39. Eprouvé avec 1/4 de centimétre cube de s$rum antidiphtérique : Dyspnée 
el malaise prononcé. 


C40. Eprouyé avec 1/2 centimetre cube de sérum antidipitérique : Choc 
mor tel. 


Les animaux qui ont recu le sérum antidiphtérique a des 
doses ne produisant pas:de choc présentent une antianaphylaxie 
trés solide : 

C32. Eprouvé avec 1/40 de centimétre cube de sérum antidiphtérique : Pas 
de symplémes. 


Réinjecté une heure aprés avec 4 doses mortelles de sérum antidysenté- 
rique (1/10 de centimétre cube) : Pas de choc. 


C42. Eprouvé avec 1/20 de centimetre cube de sérum antidiphtérique : Pas 
de symptomes. 

Réinjecté une heure aprés avec 4 doses mortelles de sérum antidysentérique 
(1/10 de centimétre cube) : Pas de choc. 


C31. Eprouvé avec 1/8 de centimétre cube de sérum antidiphtérique : Pas de 


choc. 
Réinjecté une heure aprés avec 20 doses mortelles dejsérum antidysenté- 
J rique (1/2 centimetre cube) : Choe léger, malaise el dyspnée. 


Les différences de toxicité entre le sérum homologue (celui 
qui a servi a la sensibilisation) et les autres sérums sont en 
général plus petites. Ces. différences sont en tout cas insuffi- 
santes pour obtenir d’emblée une antianaphylaxie aussi solide 
que celle indiquée dans Vexpérience citée. 

Nous avons déja dit que les sérums normauxjsont deux a 
cing, fois moins toxiques que les sérums Roelisee On 
réussit & diminuer encore leur toxicité de deux & trois fois par 
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un chauffage d'une heure a 56° pendant quatre jours consé- 
cutifs (1). 
Animaux sensibilisés avec 1/100 de centimélre cube de sérum 


antitélanique : 
Eprouvés le 5 mars 1928 : 


Dose minima mortelle de sérum incite ois (g frais, en 


centimétres cubes... . . : 4/40 
Dose minima mortelle de eer none eenien en ee eS 

MN HMBC. G om GI NONERIOO! OO Oa oo d a /é 5 1/8 
Dose minima mortelle ae sérum donned chante. en centi- 

Mmétres Cubesimeew ances) oe 4 VedtSueah Ee uerpeets GABA 


La toxicité du sérum normal chauffé est done dix fois plus 
faible que celle du sérum spécifique homologue, quia servi a la 
sensibilisation. 

Il y a cependant des cas ot le chauflage ne diminue pas 
d’une facon appréciable la toxicité des sérums normaux (2). 

Animaux sensibilisés avec 1/100 de centimétre cube de 
sérum antitélanique : 


Eprouvés le 25 avril 1928 : 


Dose minima mortelle de sérum antitétanique, en centi- 
LCAAK MC Oe GE Gee 6 6 6 oa Sh 8 6 6 c eet ae SO 

Dose minima mortelle de sérum normal frais, en cent. cubes. 41/16 

Dose minima mortelle de sérum normal chauffé, en centi- 
metresicubes.¢3 is. 2% Wee eons cetera alenne heen: =e nes 4/16 


Dans ce cas, le sérum normal est, avant et apres le chauf- 
fage, quatre 3 cing fois moins toxique que le sérum correspon- 
dant & la sensibilisation. 


Essals DE MODIFIER LES FONCTIONS SENSIBILISANTE 
ET TOXIQUE DU SERUM. 


Nous avons vu que l’injection de toxines microbiennes con- 
fere au sérum des animaux en immunisation une spécificité 
anapbylactique. Ce fait nous incita & rech: rcher si l'injection de 


(1) Méthode proposée par Besredka pour diminuer la toxicité des sérums 
thérapeuliques; cette diminution de la toxicité ne modifie pas les propriétés 
antianaphylactiques du sérum. 

(2) La cause de celte irrégularité d'action du chauffage nous est encore 
Inconnue. 
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substances chimiques, douées d’affinilé pour les protéines, pro- 
duirait dans je sérum des modifications encore plus marquées 
au point de vue de lanaphylaxie. 

Dans ce but, nous avons choisi les arsénobenzdnes dont 
Vaffinité pour les protéines est bien connue. 

L’arsénobenzine in vitro ne modifie pas la toxicité du sérum 
dans lequel il est dissous. 

L’arsénobenzol injecté au lapin, par la voie intraveineuse, 
modifie sensiblement la toxicité de son sérum pour les animaux 
sensibilisés avec du sérum normal. 

Un lapin de 2 kilogrammes regoit 0 gr. 50 d’arsénobenzine ; 
il est saigné a blanc huit heures aprés l’injection. Son sang 
se coagula seulement au bout de plusieurs heures. 

Voici quelle fut la toxicité du sérum de ce lapin, avant et 
aprés injection d’arsénobenzéne : 


Dose minima mortelle du sérum ayant I’injection, en centi- 


IGCLPEST CUD ES Saeea ner wee Sean. fire oe a hg ke Oe FA 1/3 
Dose minima mortelle du sérum aprés l'injection, en centi- 
WMCUPESTCUC Siw wim ure ete santas, pellse oineie ta ee lacs 5 6 VBI 


Les animaux ayant regu de ce sérum ainsi modifié, & une 
dose ne donnant pas de choc, acquiérent une antianaphylaxie 
marquée. 


C30. Eprouvé avec 1/2 centimétre cube de sérum de lapin modifié : Pas 
de symptémes. 

Réinjeclé une heure aprés avec 5 doses mortelles de sérum normal : Pas de 
choc. 


En raison de son faible pouvoir sensibilisant, le sérum de 
lapin est peu approprié pour ces expériences d’antianaphy- 
laxie. Jl faudrait Vinjecter & de trés hautes doses (2-3 cent. 
cubes). 

Nous avons porté ensuile nos essais sur le sérum de poule, 
qui est doué d’un fort pouvoir sensibilisant. 

Le sérum de poule, aprés Vinjection d’arsénobenzéne, 
diminue sensiblement de toxicilé. 

Une poule de 3 kilogrammes recoit dans la veine 0 gr. 5 
d'arsénobenzéne (1); on Ja saigne huit heurcs aprés. Le sang 
est coagulé sculement au bout de deux jours. 


(1) Arsénobenzene du groupe 914. 
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La toxicité du sérum normal (mélange de sérums de 
& poules) et la toxicité du sérum, aprés Vinjection d’arséno- 
benzene, sont dosées sur des cobayes sensibilisés avec du 
sérum normal. 


Dose minima mortelle de sérum normal, en cent. cubes . . 4/25 
Dose minima mortelle de sérum apres Jinjection d’arséno- 
benzene, en centimetres cubes) 2) sy sucect eminem atm mnoamt 1/4 


Ce sérum subit encore une nouvelle diminution de sa toxi- 
cité par un chauffage de une heure a 56°, répété quatre jours 
consécutifs. 


Dose minima mortelle du sérum normal, en cent. cubes . . 1/25 
Dose minima mortelle du sérum chauffé d’animaux traités, 
en, CentimetresrCUbE Sis 5), aa) aioe nen -ek- enn een 4/2 


Les animaux qui ont regu ce sérum,& des doses ne produi- 
sint pas le choc, résistent une heure aprés l’épreuve a la réin- 
jection de 5 4 20 doses mortelles de sérum normal de poule. 


C67. Eprouvé avec 1/4 de sérum chauffé de poule traitée : Pas de choc. 
Réinjecté une heure aprés avec 1/4 de centimetre cube de sérum normal 
(5 doses mortelles) : Pas de choc. 


C57. Eprouvé avec 1/4 de cenlimétre cube de sérum chauffé d’animaux 
traités : Pas de choc. 

Réinjecté une heure aprés avec | centimétre cube de sérum normal (20 doses 
mortelles) : Choc léger, malaise. 


Nous avons ainsi un nouvel exemple d’antianaphylaxie trés 
solide, non précédée de choc. 


CONCLUSIONS. 


Dans l'anaphylaxie sérique, a cdté de la spécificité d'espace, 
il existe une spécificité correspondant & la nature thérapeu- 
tique jdes sérums. Cette spécificité se traduit par la toxicité 
inégale des sérums thérapeutiques vis-a-vis des animaux sensi- 
bilisés avec l'un de ces sérums. 

Le sérum thérapeutique qui a servi & ‘la sensibilisation est 
celui qui est le plus toxique. 

Tous} les sérums thérapeutiques ont la méme toxicité pour 
les animaux sensibilisés avec du sérum normal. 
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La spécificité des sérums thérapeutiques est, jusqu’a un 
certain degré, en rapport avec la valeur antitoxique des 
sérums. Elle est liée, dans le sérum antidysentérique, aux 
globulines. Dans le sérum antidiphtérique, elle est aussi liée a 
Valbumine. 

Ces différences de toxicité qu’offrent les sérums thérapeu - 
tiques permettent d’obtenir l’antianaphylaxie sans choc. 

L‘introduction d’un. produit chimique (arsénobenzéne) dans 
la circulation modifie la toxicité anaphylactique du sérum; ce 
dernier devient moins toxique pour les animaux sensibilisés 
avec du sérum normal. 


(Institut Pasteur. ) 


LA THEILERIOSE DES BOVIDES EN ASIE CENTRALE, 


par G. OBOLDOUEF, directeur et J. GALOUZO, premier assistant. 


(Institut bactériologique-vétérinaire de U.S.S.R., 
Tachkent.) 


La theilériose des bovidés cause de grands ravages en Asie 
Centrale non seulemnt parmi les vaches de races importées de 
la Russie d'Europe, mais également parmi les animaux indi- 
genes amenés de Siémiretschié et de la Chine occidentale 


z 


(Kouldja). 

Le germe de la theilériose des bovidés en Asie Centrale a élé 
peu étudié et jusqu’a maintenant on l’attribuait a Th. parva 
(par exemple Yakimoff). En Transcaucasie, il y a plus de vingt 
ans, Dschunkowsky et Luhs, dans leurs descriptions de la 
theilériose, ont distingué deux formes de la maladie : aigué et 
chronique (cachectique) et ont nommé le parasile Thetleria 
annulata;, dans la maladie chronique, ils ont trouvé un para- 
site punctiforme. 

On sail que ces observations el descriptions ont donné lieu a 
des objections aux Congrés internaltionaux de Budapest et de 
La Haye. Aujourd’hui certains auteurs, comme par exemple le 
professeur Yakimoff, supposent que Dschunkowsky et Luhs 
ont eu affaire & un mélange de theilériose et d’anaplasmose; 
celte opinion, assez fondée du reste, exige cependant d’étre 
vérifiée. 

Au Turkestan, la theilériose des bovidés se rencontre sous 
les formes aigué et chronique, et le parasite de cetle derniére 
(chronique) est Theilerta (Gonderia) mutans. 

La dilférence donnée par E. Brumpt et A. Theiler entre la 
(ronderia mutans el les autres Theileria est douteuse; nos 
propres observations et expériences sur ce parasite confirment 
observation de E. Brumpt en ce qui concerne la présence de 
corps plasmaliques dans les ganglions lymphatiques et une 
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crise aigué de la maladie; nous les publierons aprés avoir 
obtenu un matériel plus complet. 

La gondériose (G. mutans), qui nest pas remarquable 
dans son cours clinique, n’a pas pu attirer l’attention des 
praticiens vétérinaires du Turkestan ; par contre la forme aigué 
a toujours été Vobjet de leur attention, mais ils n’ont pas eu la 
possibilité matérielle d’étudier cette maladie par l’expérience. 
Dés les premiers jours de sa fondation (vers le milieu de 1924), 
notre Institut a étudié les maladies infectieuses du sang des 
bovidés et avant tout la piroplasmose (P. bigeminum) et ce 
nest qu’a la fin de 1926 quil a pu entreprendre I’étude de Ja 
theilériose. 

Nous regrettons vivement de n’avoir pas connu, en commen- 
gant nos recherches, les excellents travaux des auteurs algé- 
riens sur la theilériose de l'Afrique du Nord (7. dispar). Un 
de nous (G. Oboldouef) n’en a eu connaissance qu’en aott 1927, 
a la bibliothéque de l'Institut vétérinaire expérimental de 
Moscou. Beaucoup de nos expériences auraient été simplifiées et 
auraient donné des résultats plus précis et plus rapides. 

Le 15 novembre 1926, nous avons recu de labattoir de 
Tachkent les ganglions lymphatiques d'un taureau, chez 
lequel le vétérinaire, P. Paroisky (qui y travaille depuis quinze 
ans), em examinant la viande, avait observé des traces de thei- 
lériose {hémorragies dans les cellules sous-cutanées du dos, 
dans Tépicarde, cedeme des ganglions, ulcérations de Ja 
muqueuse de la caillette). 

L’examen microscopique des frottis des ganglions, colorés 
suivant Giemsa ou Leishman, ont montré une masse de corps 
plasmatiques de Koch. De petits morceaux de ganglions 
broyés avec une solution physiologique ont donné une émul- 
sion qui a élé injectée dans les ganglions lymphatiques de 
2 bétes de deux ans & deux ans et demi: la génisse 144 et le 
taureau 145, amenés avec 12 autres bovidés en septembre 1926 
de Pischpek (actuellement Trounze) en Khirgisie ot les vélé- 
rinaires n'ont pas observé de cas de theilériose ; cependant nous 
devons reconnaitre que la les services vétérinaires sont mal 
organisés. Ces hovidés ont été amenés par chemin de fer et ne 
sont plus sorlis de la cour de notre Institut, ot ils ont été 
Vobjet d’observations pendant les mois d’octobre et novembre. 
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Leur température était normale et leur santé bonne en appa- 
rence. Cependant l’examen des frottis du sang périphérique 
a montré chez tous des formes rondes et ovoides de G. mutans. 

Douze jours aprés l’injection, l’examen des frottis des sucs 
des ‘ganglions lymphatiques de la génisse 144 a montré la 
présence de corps plasmatiques de Koch; la température de 
lanimal est encore normale trois jours plus tard; le 
1° décembre, la température est déja de 40°; le 3 décembre, 
température, 41°6, grande quantité de corps plasmatiques, 
beaucoup de parasites dans les hématies du sang périphérique, 
Hb 68 p. 100; 4 décembre, température, 41°7; animal mange 
et boit, les muqueuses sont pales; dans les frottis des gan- 
glions, encore plus de corps plasmatiques de Koch, moins dans 
les frottis de la rate; dans les hématies quantité de theiléries 
de différentes formes : ovales, bacilliformes, 1.4 2 parasites 
dans chaque globule. Le 7 décembre, température 41°1, animal 
est faible, ne boit pas, beaucoup de corps plasmatiques dans 
les hématies, des parasites ovoides, 1 4 3 par globule; 
Hb 23 p. 100; pétéchies dans les muqueuses de l’eil et du 
vagin; le 10 décembre, l’animal meurt. 

Autopsie: petites hémorragies dans le tissu conjonctif sous- 
cutané du dos; edéme dans la région de lomoplate gauche ; 
autour du ganglion précapsulaire gauche, cedéme jaune; dans 
le ganglion, hémorragies de 5 millimétres de diamétre ; le 
ganglion droit (place de linfection) est grossi, cedémateux; 
leur tissu est poreux. Hémorragies sur les muqueuses du larynx 
et sur les parties supérieures de la trachée. Les muscles du 
eur sont poreux et comme bouillis; faibles hémorragies 
punctiformes sous l’endocarde. Le foie est de couleur ocre sur 
les coupes; la rate est rouge foncé, tendre, & bords arrondis; 
la pulpe de la rate reste collée au couteau. Les reins sont 
cedémateux, jaunatres. Dans la. caillette, beaucoup d’ulcérations 
blanchatres, dont plusieurs & fond jaune. Les vaisseaux du 
mésentére gonflés. Vessie normale; urine jaune clair. Au 
microscope, beaucoup de corps plasmatiques dans les frottis 
des ganglions et moins dans la rate. 

Chez le taureau 145, on a trouvé, onze jours apres infection, 
des corps plasmatiques dans les ganglions précapsulaires avec 
température normale; le 29 novembre, le quatorziéme jour 
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apres l'infection, température 40°, corps plasmatiques; Je 
3 décembre, température, 40°5, corps plasmatiques dans les 
frottis des ganglions, rares parasites dans les hématies; 
6 décembre, température normale, les corps plasmatiques se 
vencontrent encore ; 9 décembre, température normale, pas de 
corps plasmatiques, l’animal est en voie de guérison. 

Le matériel virulent de la premiére génisse 144 sert a nos 
expériences ultérieures. 

La premiére émulsion des ganglions lymphatiques a été tout 
d@abord introduite dans le ganglion lymphatique de l’animal 
pour obtenir une infection plus sire; ensuite pour linfection 
nous avons employé |’émulsion dela rate et enfin simplement 
du sang défibriné. Outre infection par les ganglions, nous 
avons employé linfection sous-cutanée. Dans tous les cas, le 
matériel (infection a été pris sur des animaux sérieusement 
malades, pendant deur vie ou immédiatement apres la mort. 
Avec ces frois matériaux servant a linfection, et les deux 
procédés d’infection, on a obtenu des résultats positifs. 

Le but de nos expériences était d’étudier la maladie méme, 
son germe et les moyens d’immunité artificielle, ainsi que la 
vérification, aprés la maladie expérimentale, de limmunité des 
infections naturelles aux champs. 

Au commencement de nos travaux, nous avons fait deux 
hypothéses : 14° sur la possibilité d’un affaiblissement du virus 
de la theilériose en passant d’un taureau é un autre, avant la 
période du développement sexuel dans la tique, ce que nous. 
avons par exemple avec P. digeminum, et 2° sur la possibilité 
Wobtenir un vaccin actif antitheilériose en se basant sur les 
renseignements que nous avions alors sur la yéritable immunité 
qui suit la vrave therlériose (1. parva). 

Nous pouvons expliquer les résultats négatifs obtenus avec 
un vaccin semblable par R. Koch et Dschunkowsky de ce qu’ils 
ont pris comme antigéne du sang d’animaux, abondant en 
formes inactives de parasites de la theilériose dans les héma- 
ties. Ce vaccin ne devait pas agir fortement sur les formes 
primordiales du parasite, les corps plasmatiques, et de cette 
maniére arréter le progres de la maladie. Dans nos expé- 
riences, pour obtenir un vaccin antitheilériose, nous avons pris 
justement la forme primordiale du parasite (agamontes de 
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Gonder) sous form» de corps plasmatiques, dans une émuision 
des ganglions lymphatiques. Nous espérions obtenir une 
actioa préventive ou médicale en employant ce vaccin au com- 
mencement mime de la maladie. Si le vaccin donnait méme 
un faible résultat positif, nous pensions l’essayer encore contre 
la theilériose associée. 

Pour nos expériences, en neuf mois et demi, du 15 novembre 
1926 au 1°" septembre 1927, nous avons eu 45 bétes adultes et 
17 veaux. 14 bétes adultes provenaient de la région monta- 
eneuse du Kirghistan, au sud de Pischpek et 34 du Kasakstan, 
au nord-est de Pischpek; ces derniéres bates ont été recues en 
piusieurs fois, done proviennent de différents troupeaux, 
amenés & Tachkent pour l’abattoir. 

Dans nos expériences, nous avons pu remarquer que notre 
virus n’avait pas eu la méme influence sur tous les animaux 
amenés de la République Kasaque, certains n’ont pas été 
infeclés par la theilériose expérimentale, de méme qu’ils ne 
ont pas été par la theilériose naturelle ; il est possible que, 
dans leur pays d’origine, la theilériose existe cependant et que 
ces animaux en aient été malades. Au Turkestan, la répartition 
géoeraphique de la theilériose et de la piroplasmose n’a pas été 
établie jusqu’a maintenant. 

Parmi les 15 veaux indigénes, agés d'un an environ, dont 
la pluparl ont été en pature en été, 10 ne se sont pas infectés, 
4 ont éé légérement malades et 1 seul fortement, et c’est de lui 
que nous avons pris le matériel nécessaire 4 nos infections ullé- 
rieures. 

De 45 animaux adultes, 33 ont été infectés dés la premiére 
fois et 12 ne l’ont pas été. Sur les 33 malades, tous d'une forme 
aigué, 16 ont guéri, 13 ont péri et 4 ont été abaltus faute 
@espoir. Sur les 45 animaux, 29 ont été infectés par l’émulsion 
des ganglions lymphatiques, 12 par l’émulsion de la rate et 
4 par du sung défibriné. Ces trois produits ont donné Vinfec- 
tion. Quant ala voie d’entrée, 38 ont été infectés directement 
dans le gangtion, 5 sous la peau et 2 simultanément dans le 
ganglion et sous la peau. L’infection sous-cutanée a également 
donné des résultats positifs, méme avec du sang défibriné 
(animaux 208, 214, 134, 136). 

On leur a pris la température tous les jours et, pendant la 
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période d’incubation, on a observé l’extrait des ganglions et le 
sang au microscope, et quand la maladie a été découverte 
lexamen des extrails des ganglions et quelquefois de la rate a 
eu lieu chaque jour. Trois fois une forte épizootie de fiévre 
aphteuse a arrété nos expériences. 

D’aprés nos observations sur 34 animaux, on a trouvé des 
corps plasmatiques au plus tot le douziéme jour et au plus tard 
le trente et uniéme jour apres l’infection, donc comme moyenne 
le dix-septiéme ou dix-huiti¢me jour. C’est cette période qu'il 
faut considérer comme étant le délai d’incubation pour la 
découverte du germe de la maladie. Comme régle, on peut 
considérer que l’augmentalion de ‘I? survient le deuxiéme ou 
troisi¢me jour aprés l’apparition des corps plasmatiques. Ainsi 
la température de 40°, comme nous l'avons vu plus haut, 
apparait Je quatorziéme jour au plus tét et le vingt-huiti¢me 
au plus tard aprés linfection, en moyenne le vingtiéime jour 
(conclusion basée sur 28 expériences). 

Le délai dincubation est encore plus long quant a l’appa- 
rition d’une grande quealité de parasites dans le sang. D’aprés 
les observations faites sur 11 animaux, le délai minimum est 
de dix-huit jours et le maximum trente et un jours, comme 
moyenne vingt et un jours. Il est & remarquer que le nombre 
des parasites dans le sang a été faible chez tous les animaux 
expérimentés, méme jusqu’a la mort ou jusqu’au rétablis- 
sement. Quelques rares parasites ont été considérés comme 
des G. mutans. 

Dans quelques rares cas, des corps plasmatiques ont été 
trouvés dans le sang périphérique. 

Quant 4 la durée de l’existence des trois symptomes cités de 
la maladie : corps plasmatiques, température élevée et formes 
endoglobulaires, nous pouvons donner le tableau suivant. 

Pendant les premiers jours de la maladie, aprés la décou- 
verte de corps plasmatiques et l’élévation de la température, il 
n'y a pas d’autres symplomes cliniques : la béte mange, boit, 
est gaie; plus tard les baltements de coeur sont plus fréquents, 
alfaiblissement de la respiration, les paupiéres enflent, les yeux 
sont a demi ouverts et pleurent; sur les conjonclives, petites 
pétéchies, de méme que sur les muqueuses des organes sexuels ; 
la béte est le plus souvent couchée, le rétablissement vient 
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lentement, l’'appauvrissement du sang en hémoglobine est 
parfois grand, de 60875 p. 100, la quantité Sian eee 
tombe & 15 ou 20 p. 100. 


NOMBRE DE JOURS 


Corps Température Parasites 
FF ; de. 40% dans 
plasmatiques et au-dessus les hématies 


Minimum 
Moyenne 
| Maximum 


co oO | Maximum 


DO | Minimum 
= al 
ree | Maximum 


Animaux guéris . 
Animaux morts 


iz | 19 1 | Minimum 


Moyenne . 


A la description de l’autopsie, nous devons ajouter que les 
hémorragies ne se limitent pas aux: cellules sous-cutanées du 
dos; elles atleignent jusqu’a l’épaisseur des muscles, qui, eux- 
mémes, sont poreux et: pales. Outre les hémorragies du larynx 
et de la trachée, on en remarque souvent dans les: bronches, et 
elles sont parfois si fortes qu’elles se touchent; il y ema aussi 
dans la plévre costale. Sur la surface du foie, il y a des 
taches blanches et dans le parenchyme de petites hémorragies. 
La surface du rein est couverte de nodosités blanc jaunatre, 
de la grosseur d’un grain de lentille.. Sur les parois du bassinet 
et de la vessie, tl ya des hémorragies. I! se trouve des corps 
plasmatiques dans les frottis du foie, de la rate, dans les 
ganglions lymphatiques, dans le rein, et plus rarement dans le 
ceur, les poumons, le cerveau, ele; on en rencontre dans le 
sang périphérique. Dans les globules rouges du sang, on trouve, 
en quantités variables, de petits parasites ronds, » ovoides, bacil- 
liformes, en virgule, etc. 

Nous avons essayé de soigner les animaux malades avec le 
sérum du sang de taureaux qui, aprés avoir supporté la theilé- 
riose, ont été & plusieurs reprises infectés A nouveau avec une 
grande quantité d’émulsion des ganglions lymphatiques. 

Sur 17 bétes malades soignées avec le sérum antitheilériose, 
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10 se sont rétablies et 7 sont mortes. Nous pouvons considérer 
comme preuve de l’effet positif du sérum la diminution ou la 
compléte disparition des corps plasmatiques, l’abaissement de 
la température aprés l'emploi du sérum (au plus tard le jour 
suivant). Cependant le nombre de ces observations étant faible, 
il est nécessaire de les répéter. — Plus haut nous avons dit 
qu'une partie des bétes n’étaient pas tombées malades apres 
Vinfection par un matériel absolument virulent. IL y a dans ce 
nombre des veaux indigénes et des animaux adultes amenés du 
Kasakstan et de la Chine occidentale (Kouldja). 9 bétes adultes 
et 7 veaux de ce groupe ont subi une seconde injection de 
matiére theilérique. Un seul animal (n° 135) a été infecté de 
cette maniére par la theilériose expérimentale ei est mort. Les 
autres n’ont donné aucune réaction, de méme que les 12 ani- 
maux rétablis aprés la premiére infection et 2 animaux qui ont 
été malades de la theilériose naturelle l'année précédente. 
Nous pouvons supposer que les 9 bétes du Kasakstan et de la 
Chine occidentale n’ont pas été infectées pour une méme 
raison que les veaux indigénes et 12+2 animaux d’expé- 
rience. Il est probable que les 9 du Kasakstan ont eu la maladie 
auparavant. 

Au milieu del’été, nous avons fait des expériences de contréle 
(vérification) sur l'infection par la theilériose naturelle sur 
différents groupes d’animaux : 

a) 16 bétes adultes rétablies de la theilériose expérimentale 
en hiver et au printemps 1927; 

6) 3 bétes adultes rétablies de la theilériose naturelle l'année 
précédente ; 

c) 4 veaux rétablis de la theilériose expérimentale en 1927; 

d) 9 bétes adultes n’ayant pas été malades aprés la premiere 
infection expérimentale ; 

e) 18 animaux adultes de controle (témoins) vaccinés seu- 
lement contre P. bigeminum. 

/) 8 bétes adultes de controle (témoins), saines, non vaccinées 
contre P. bigeminum. 

Tous ces animaux ont été mis en pature pres de Tachkent 
pendant trois mois, du commencement de juin jusqu’au 
1°" septembre, dans un paturage infecté de theilériose (par des 
tiques). Un médecin vétérinaire les observait tous les jours 
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et mesurait leur température de grand matin, car celle du soir 
apres la chaleur n’aurait pas été juste. Quand la température 
dépassait la normale, on examinait au microscope les frottis du 
sang de loreille et des extraits des ganglions lymphatiques. 

Sur 29 bétes des groupes a, 6, ¢, d, une seule est tombée 
malade et les symptémes de la maladie n’étaient pas clairs. 
Sur 26 bétes (18 e +8 /), 20 (15 e et 5 /) sont tombées malades 
de la theilériose naturelle et 14 (8 e et 3 /) sont mortes. La 
différence de maladie entre Jes animaux vaccinés ou plus 
exactement ayant supporté l'infection expérimentale et les 
autres bétes de controle, saines, est si grande que, pour un but 
pratique, il est nécessaire de faire des expériences avec notre 
theilériose d’aprés le mode des auteurs algériens. 

Quel est le virus de la theilériose du Turkestan? D’aprés ces 
premiéres données, il se rapproche beaucoup du T. dispar des 
auteurs algériens. L’année derniére nous n’avons pas eu la 
possibilité de séparer notre theilériose de la gondériose et de 
trouver le virus propre de la theilériose du Turkestan; nous 
essayerons de le faire en 1928. . 

Les animaux employés pour étudier la theilériose ont été 
auparavant porteurs de G. mutans. L’observation sur plusieurs 
d’entre eux pendant plusieurs mois n’a montré que de rares 
Gonderia dans les frottis du sang, et cela n’a pas pu avoir une 
influence importante sur l’examen microscopique du sang 
infecté de theilériose. D'un autre cété, le cours de nos expé- 
riences sur la theilériose a été si juste et si uniforme, que nous 
sommes en droit de faire une comparaison provisoire entre 
linfection du sang par différentes formes de parasites de la 
theilériose du Turkestan et d’autres theilérioses, suivant les 
données et la répartition des formes du parasite des savants 
algériens. 

Pour la comparaison, nous avons pris les frottis de différents 
animaux a différentes périodes de la maladie. 

La theilériose du Turkestan se rapproche encore de celle de 
Afrique du Nord par d'autres particularités et, pour savoir si 
nous avons affaire 4 deux espéces de theilériose ou & une seule, 
il est nécessatre de faire des observations supplémentaires et 
des comparaisons expérimentales directes. 
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Pourcentage des différentes formes de theilériose sur le nombre 
entier des parasites se trouvant dans les globules rouges du 
sang. 


FORMES 
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Nous avons appelé le germe de la theilériose 7. turkestanica 
sous toute réserve, jusqu’a éclaircissement complet de sa nature 
el de sa ressemblance avec les autres formes de theilériose 
déja décrites. Nous supposons également que 7. annulata, 
décrite il y a plus de vingt ans par Dschunkowsky et Luhs en 
Transcaucasie, ne doit pas différer sensiblement du germe de 
la theilériose du Turkestan. Nous prenons en considération le 
voisinage géographique et Panalogie du climat des deux pays. 
La theilériose de la Transcaucasie et celle du Turkestan doivent 
étre soumises &une étude nouvelle et détaillée suivant le pro- 
gramme adopté dans leurs trayaux par les savants algériens, 
et alors seulement nous pourrons éventuellemen! étre fixés sur 
la question de l’existence de trois formes de germes de la thei- 
lériose (non compris la 7. parva), savoir T. dispar, annulata et 
turkestanica, ou si ce n'est quwune seule et méme forme. 


ESSAIS DE PREMUNITION 
CONTRE LA TUBERCULOSE BOVINE PAR LE BCG 


par A. pz ASSIS (Instilut Vital Brazil, Niteroi) 
et Oct. DUPONT (Ecole Supérieure d’Agriculture et Médecine Vétérinaire 
de Rio de Janeiro). 


ll y a quelques années l'un de nous (Oct. Dupont), appelé 
pour combattre un foyer de charbon bactéridien dans une 
étable de ’Etat de Rio de Janeiro, eut l'occasion de constater 
sur le bétail laitier dont il s’agit des manifestations multiples 
de tuberculose, pulmonaires surtout, ganglionnaires et méme 
des mammites (1). Issus de croisements divers, Hollandais, 
Switz et Devon, les représentants de cette derniére race sur- 
tout présentaient des formes sévéres de la maladie. 

Aprés avoir sacrifié un lot de vaches séparé par |’examen 
clinique, nous avons tuberculinisé le restant du bétail adulte. 
Malgré les belles apparences de celui-ci, un grand nombre de 
réactions positives a confirmé la dissémination intense de 
Pinfection tuberculeuse. Plus tard, l’épreuve de la tuberculine 
pratiquée sur les génisses nous a donné plus de 80 p. 100 de 
réactions positives et ce lot fut ensuite isolé dans un pré, dans 
les environs de la propriété, soumis au régime intensif, ses 
produits étant dans la suite vaccinés avec le BCG, & l’occasion 
des naissances. 

Le bétail adulte, qui comptait encore 70 unités, a été réduit 
& 40 par la suppression de 30 vaches qui présentaient des réac- 
tions positives et des signes cliniques de tuberculose. En méme 
temps, la méthode prophylactique de Bang fut proposée et 
appliquée, mais la pratique de son exécution venait se heurter 
a chaque pas aux difficultés les plus variées. 


(1) Au Brésil, la tuberculose existe avec fréquence parmi le bétail laitier 
des étables, peu nombreux, d’ailleurs,en comparaison avec le bétail a viande, 
lequel est au nombre de plus de 30 millions vivant toute l’année dans les 
champs et parmi lequel la tuberculose est excessivement rare. 
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Entre temps, l'Institut Vital Brazil venait de recevoir (1925) 
un échantillon de BCG, issu du laboratoire du professeur 
A. Calmette, par l’'intermédiaire du D* J.-E. Moreau, de Mon- 
tevidéo. Aprés les premiéres vérifications expérimentales con- 
firmant linnocuité de ce germe pour les petits rongeurs de 
laboratoire, nous avons commeneé, dans cet élevage infecté, la 
vaccination des nouveau-nés, en nous conformant aux prescrip- 
tions de Calmette et Guérin (1): inoculation sous-eutanée 
d’émulsions récentes de BCG aux jeunes veaux de moins de 
quinze jours, pour les laisser ensuite en contact avec des ani- 
maux tuberculeux. 

Quelque temps aprés le début de nos essais, des résultats 
favorables et encourageants ont été publiés par Guérin, Richart 
et Boissiére (2) sur Ja prophylaxie de la tuberculose bovine 
dans une exploitation infectée, & Gruville, en suivant les 
mesures prophylactiques indiquées par les auteurs précédents. 

Nos expériences de vaccination ont été commencées en avril 
1926 et nous ont permis d’observer minutieusement jusqu’a ce 
jour 45 veaux, dont la plupart ont été réinoculés une ou plu- 
sieurs fois. Nos premiéres vérifications et les résultats encou- 
rageants que nous venons d’obtenir nous serviront de compa- 
raison désormais avec ceux que nous obtiendrons en suivant 
une orientation prophylactique plus rigoureuse. 


La grande diffusion de la tuberculose parmi les bovins qui 
font Vobjet de cette étude (80 p. 100 de réactions tuberculi- 
niques positives, 30 p. 100 des animaux avec manifestations 
cliniqgues non douteuses, chaque année) nous a dispensé de la 
nécessité des témoins dans cette expérience. Nous avons donc 
vacciné indistinctement tous les nouveau-nés, réservant pour 
le futur une contre-épreuve avec des non-vaccinés, dans le cas 
ou tous les vaccinés auraient échappé 4 Vinfection en milieu 
contaminé. Dans cet essai de vaccination par le BCG, nous 
avons eu avant tout l’intention de rechercher s'il est possible 
d’enrayer la tuberculose chez les bovins exclusivement par le 
jeu des naissances et par le vaccin, tout en conservant un.contact 


(1) Ces Annales, mai 1924, p. 371. 
(2) fbtd., mars 1927, p. 233. 
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permanent et étroit des jeunes vaccinés avec le bétail infecté 
et sans apporter aucun soin spécial & son allaitement, qui @ 
été toujours naturel, ou a son alimentation postérieure. 

Dans notre pratique, le BCG a été injecté, dans Ja grande 
majorité des cas, dans les quinze premiers jours aprés la nais- 
sance. Plusieurs veaux ont recu le vaccin a peine agés de vingt- 
quatre 4 quarante-huit heures; deux ont été vaccinés en dehors 
du délai de quinze jours. L'inoculation a toujours été pratiquée 
dans le tissu cellulaire du pli du fanon. 

Au début, notre vaccin était préparé avec des cultures sur 
pomme de terre glycérinée; dans la suite, le nombre des vac- 
cinations devenant de plus en plus grand, nous avons pensé a 
utiliser les cultures en milieu de Sauton, agées de quinze a 
vingt-cing jours. Les germes, essorés entre deux feuilles de 
papier buvard stérile et pesés aseptiquement, élaient dissociés 
a sec avec billes de verre, dans un flacon stérile et mélangés a 
des quantilés progressivement croissantes du liquide glucosé 
et glycériné de Calmette, jusqu’a obtention d’une suspension 
homogene. Chaque centigramme de BCG a été suspendu dans 
2 cent. cubes de liquide. 


Le tableau ci-aprés (I) donne les renseignements sur les 
détails des vaccinations el revaccinations que nous avons pra- 
tiquées. 

Il démontre que la dose de BCG le plus fréguemment 
employée a été celle de 50 milligrammes; deux fois elle n’a été 
que de 25 milligrammes et trois fois de 30 milligrammes pour 
la premiére vaccination. Plus récemment, les doses employées 
ont passé graduellement a 60, 80, 90 et 100 milligrammes, pour 
les vaccinations comme pour les revaccinations. 

Les réactions locales déterminées par ces différentes doses 
sont & peu prés identiques, variant cependant parfois d'un 
animal a l'autre et évoluant sous Ja forme d'une infiltration 
diffuse et chaude au début, mais qui se circonscrit peu & peu 
pour former un petit nodule dur, qui disparait au bout de 
quelques mois. Dans la premiére vaccination, les réactions 
locales sont moins accusées que dans les réinoculations; chez 
un petit pourcentage des vaccinés et revaccinés, il s'est pro- 
duit un abcés 4 Vendroit de linjecticn. 
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Nous n’avons pas observé de signes cliniques d’une réaction 
générale (la température n’ayant pas été surveillée), ni le 
moindre accident qu’on efit pu attribuer & un retour du BCG 
asa virulence primitive. Au contraire, tous les vaccinés ont 
présenté un développement excellent, bien supérieur, en 
moyenne, a ceiui des animaux élevés 4 |’époque antérieure & 
la vaccination, dans la méme étable. 


Aprés cette confirmation de Vinnocuité du BCG pour les 
jeunes bovins, méme avec de hautes doses adminisirées par 
vole sous-cutanée (la génisse n° 6 a recu 315 milligrammes 
de germes en moins de deux ans), nous avons 6lé amenés a 
éludier les effets de la prémunition dans les conditions énu- 
mérées plus haut. 

Nous avons done fait abattre 6 bouvillons vaccinés avec des 
doses variées 4 dus époques diverses et dont deux avaient été 
réinoculés. Voici, en résumé, l’obseryation de chacun deux : 


BouviLton n° 23, — Vacciné a lage de cing jours avec 50 milligrammes de 
BCG sous la peau. Développement normal. Abattu neuf mois environ (deux 
cent soixante jours) apres la vaccination, ayant été toujours en contact avec 
des animaux tuberculeux. Aulopsie : absence totale d’altérations dans les 
visceres abdominaux et thoraciques (poumons et plévre, foie, rate, reins). 
L’examen systématique des ganglions de la téte, du cou, des membres, 
aussi bien que celui des ganglions pariétaux et viscéraux des cavités thora- 
cique et abdominale les trouve presque tous normaux. Ganglions allérés : 
a) un ganglion bronchique, avec un petit foyer dinfiltration calcaire; 6) un 
ganglion cesophagien du médiastin postérieur, de consistance dure, rugueux, 
criant ala coupe, avec trois petits nodules caséo-calcaires; c) un ganglion 
rétro-pharyngien, augmenté de volume, dur et criant au scalpel, avec huit 
petits nodules en partie caséifiés, et des batonnets acido-résistants & 
Vexamen direct. 


Bocvitton n° 45. — Vacciné vingt-quatre heures aprés la naissance avec 
50 milligrammes de BCG, et laissé en contact avec bétail tuberculeux. Bon 
développement. Revacciné huit mois plus tard, encore avec 50 milligrammes 
de BGG. Abattu cing mois aprés la revaccination, soit treize mois apres la 
vaccination. Aulopsie: pas de lésions spécifiques dans les viscéres thora- 
cigues et abdominaux (poumons et plévre, foie, rate, reins). Foyers de 
broncho pneumonie aigué non tuberculeuse. Réaction fibreuse dans le 
tissu cellulaire du fanon, au niveau du point d’inoculation du vaccin. Gan- 
elions lymphaliques normaux, 4 lexception des suivants: a) ganglion pré- 
scapulaire gauche dur, criant au scalpel, avec quelques petits foyers din fil- 
tration calcaire; 6) un ganglion cesophagien dur, rugueux a la coupe, avec 
un nodule en voie de caséification; c) un ganglion bronchique dans les 
mémes conditions; d) un ganglion cesophagien avec trois nodules spéci- 
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NUMERO 


1 
I 
| 


TastEau I. — Vaccinations et revaccinat 
| 


NAISSANCE 


Neen en ne UE EE EEE IEE 


{ 
| 


INOCULA) 


en milligrammes 


eC Ao a) 8 mars 1926. 6 avril 1926 : 50: 

DO 3h ae ONS, 5 eee 3 avril 4926. 6 avril 1926 : 50. 

Si cual do Pert eae ee 8 avril 1926. 23 savin) A926ee 50: 
Ne. 6, he ee 148 avril 1926. 93 avril 1926 : 50. 
SERS ORC ETE Hocine 15.0be 3s Ole 27 avril 4926. 30-awril 1926 : 30. | 
Oy o5h ott ¥:. ce occ tee es 49 mai 1926. o7 mai 1926725505 
eR een) 5 cls Ue 49 mai 1926. 27 mai 1926 : 50. | 
Oo lO es 5 ones 9 juin 1926. 24 juin 1926 : ee | 
Ds Ss ere eee re eas 15 juillet 1926. 23 juillet 1926 : 

UR Pee eS io on 5 Snes 28 aout 1926. 4 septembre i936: 
PAPER carb) Guo eae 49 septembre 1926. 26 septembre 1926 : Al 
[VAPOR Sct vat ae ee 25 décembre 1926. 29 décembre 1926 : 3¢ 
BMGT ea lb) ee ou 2 janvier 1927. 3 janvier 1927 : 30. 
se ale Se 22 janvier 1927. 22 janvier 1927 : 50. 
1 a: She sci suet Boos take cpa tac 23 janvier 41927. 24 Janvier 1927 : 50. 
MG AR EE ets, Gites te eteactn s,s 25 janvier 1927. 28 janvier 1927 : 50. 
Uo Beales ope “Sak ane 14 février 1927. 47 février 1927 : 50. 

SKE nis sty Ne eee 22 février 1927. 3 mars 1927 : one 

NOD Sat cadets: cet eee ; 6 mars 1927. 44 mars 1927 : 

DAVE esac rl lec Mh ey Senesere are 45 avril 1927. 3 mai 1927 : ce 

BIER> ESO Se Pet ea} 2e8. 22 mai 1927. 27 mai 1927 : 50. 

Pei ghs ee OTA beens 30 mai 41927. fer juin 1927 : 50. 

EE ARE SISA aie lle eae perme 45 juin 1927. 20 juin 1927 : 50. 

ran Aik ess A a ae 17 juin 1927. 20 juin 1927 : 50. 

Dope OPA: PMs. A 1er juillet 1927 22 juillet 1927 : 50. 

Oh aor A ea eG gs | eee 3 aot 1927. 9 aout 1927 : 50. 

Dee Saks, acta WR ene ay Spec oo a 29 aout 1927. 2 septembre 1927 : ? 
8 rahe ge reise ieee oly 8 20 septembre 1927. 21 septembre 1927 : 
2907+ Serer ce ne ort) As 30 septembre 4927. 6 octobre 1927 : 50 
30. 5 6 octobre 1927. 8 octobre 14927 : 50. 
Sihilopben vee Meh Cie rk- 42 octobre 1927. 43 octobre 1927 : 50. 
Cyan se ace esi ae ere 22 octobre 1927. 27 octobre 1927 : og 
SOs, ee he aE Ae te gir 143 novembre 1927. 23 novembre 1927 : 

SE AO ee ee A7 novembre 1927. 22 novembre 1927 : 

SOIR sar oukte OUTER OPRC Ie wes emer: 28 janvier 1928. 3 février 4928 : 100. 
Cge COMA Means Oe sl here Bea pae 31 janvier 1928. 4 février 1928 : 100. 
BRO oa ip 2 ogee eae 4 février 1928. 7 février 1928 : 100. | 
tae ra col ce Gb Uy he Oh eran 15 février 1928. 23 février 1928 : 50. 
OO UN es oe 18 février 1928. 23 février 1928 : 100. 
HDs inch del Coane. Ree ae 25 février 1928. 27 février 1928 : 100. | 
re ee en ee PA 25 février 1928. 27 février 1928 : 100. 
PO area ae ne ee pale 3 mars 1928. 6 mars 1928 : 100, 

ES a. ee ee ae 5 mars 1928. 6 mars 1928 : 

Beery ss tee, ee meee 25 mars 1928. 27 mars 41928 : a 
4D ieee ic Lives pe RR ae 3 avril 1928. 1 avril 1928 : 100. 


eee eee 


Nota. — Le veau n° 1, en plus des quatre inoculations signalées ci-dessus, en a ecu une cinquié 
De méme les veaux n°: 6 et 7 ont recu encore: 


N° 6:3 mai 1927 : 50 milligrammes; 26 janvier 1£28 : 


f £0 milligrammes. i 
N° 7 : 6 mai 1927 : 50 milligrammes; 


26 janvier 1928 : 90 milligrammes. | 
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jeunes bovins par le BCG. 


Ul ILE IV 

en milligrammes en milligrammes en milligrammes 
J mai 1926 : 50. 4 septembre 1926 : 25. |14 mars 1927 : 50. 
3 avril 1926 : 50. 
) mai 1926 : 50. Abattu le 10 décembre 1927. 
J mai 1926 : 50. Seman 1927) 650. 
Herat A926 215510), 
J juin 1926 : 50. 23 juillet 1926 : 50. 28 aout 1926 : 25. 
) juin 1926 : 50. 23 juillet 4926 : 50. 28 aout 1926 : 35. 
3 juillet 1926 ; 50. 6 mai 1927 : 50. 27 janvier 1928 : 90. 
) aout 1926 : 50. 4 septembre 1926 : 25. 4°" juin 1927 : 50. 
tu le 10 décembre 1927. 
yma 1927 : 50. 7 avril 1928 : 400. : 
Mima 1927 3.50 23 aout 1927 : 50. 27 février 1928 : 50. 
tu le 10 décembre 1927. 
3 septembre 1927 : 50. 27 février 1928 : 58. 
3 septembre 1927 : 50. Abattu le 10 mars 1927, 
3 aout 1927 : 50. 6 mars 1928 : 50. 
3 novembre 1927 : 50. MG Manwiill AS 285 0). 
» décembre 1927 : 50. ; 
» décembre 1927 : 50. 16 avril 1928 : 50. 


yattu le 10 mars 1928. 
>) mars 1928 : 50. 
>) mars 1928 : 50. 
pattu le 10 mars 1928. 


3 février 1928 : 50. 


i février 1928 : 50. 23 juillet 1928 ; 50. 
i mars 1928 : 50. ; 
7 février 1928 : 50. 27 mars 1928 : 50. 


1 mars 1928 : 50. 


7 mars 1928 : 50. 


re 


ligrammes le 22 décembre 1927. 
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fiques, non caséifiés. Ces ganglions ont été triturés ensemble dans leau 
physiologique et la suspension injectée par la vote sous-cutanée a 2 cobayes. 
Au bout de quarante jours, ces animaux ont été sacrifiés el reconnus avec 
lésions tuberculeuses en voie de généralisalion. 


Bouvitton n° 3. — Agé de quinze jours lors de la vaccination avec 50 mil- 
lizrammes de BCG. Cohabitation constante avec bétail tuberculeux, sans 
sins spéciaux. Revaccinalion vingt-six jours apres Ja premiére inoculation. 
Diveloppement normal. Abaltu dix-huit mois el demi aprés la premiére 
inoculalion. Aulopsie : absence de lésions viscérales de nature luberculeuse 
(poumons et plévre, foie, rate, reins). Systeme ganglionnaire normal, a 
‘exception des ganglions suivants : @) ganglions bronchiques durs et 
rugueux a la coupe, avec petits foyers d'infillration tuberculeuse, réyelant 
a examen microscopique de nombreuses cellules géantes et des signes de 
castification; b) un ganglion cesophagien également rugueux sur la coupe, 
non caséifié. Les ganglions bronchiques allérés ont été triturés dans l'eau 
physiologique et l’émulsion injectée dans le péritoine dun cobaye de 
450 grammes, qui est mort quarante-quatre jours aprés, avec des lésions 
luberculeuses dans les ganglions, la rate, le foie et les poumons. 


Bouvitton n° 20. — Vacciné avec 50 milligrammes de BCG dans le fanon, 
dix-huit jours apres Ja naissance. Aspect et croissance normaux, en cohabi- 
tation conlinue avec des animaux tuberculeux. Sacrifié dix mois apres la 
vaccination. Au/opsie : viscéres normaux, ganglions abdominaux presque 
tous normaux, de inéme les pharyngiens, les pré-cruraux et le pré-scapulaire 
gauche. Ganglions altérés : deux mésentériques, dont lun renfermant un petit 
nodule de consistance dure et rugueuse et | autre une lésion plus avancée, 
avec infillraltion calcaire; 6) un ganglion pré-scapulaire (droit) dur, avec un 
petit foyer en voie de caséification; c) deux ganglions bronchiques, dont 
lun contenant un petit nodule et le second deux nodules bien caractéris- 
tiques. Les ganglions allérés ont été triturés ensemble dans l'eau physiolo- 
gique; la suspension résultante ayant été inoculée par voie sous-cutanée 
a 2 cobayes. Au bout de quarante jours, les animaux ont été sacrifiés et 
on a trouvé chez les deux des lésions tuberculeuses généralisées. 


Bouvitton n® 13. — Vacciné le lendemain de la naissance avec 30 milli- 
grammes de BCG et abandonné en milieu contaminé. Sacrifié onze mois 
aprés Vinoculation, ayant accusé un développement normal. Awtopsie : vis- 
ceres reconnus indemnes de lésions tuberculeuses. Sysléme ganglionnaire 
presque totalement dépourvu de lésions de tuberculose, & l'exception de 
deux ganglions cesophagiens durs et rugueux a la coupe et dans lesquels 
lexamen microscopique décéle de nombreuses cellules géantes et des folli- 
cules tuberculeux caractéristiques. Ces ganglions, émulsionnés dans l’eau 
physiologique, ont tuberculisé un cobaye, par inoculation péritonéale. 


Bovuvition n° 10. — Agé de sept jours lors de la vaccination avec 25 milli- 
grammes de BCG et lalssé en étroite cohabitation avec des animaux tuber- 
culeux. Bon développement. Saecrifié quinze mois plus tard, dans d’excel- 
lentes conditions de santé apparente. Auéopsie: pas de lésions tuberculeuses 
dans les viscéres. Systeme ganglionnaire des cavités thoracique et abdomi- 
nale des membres et sous-culané sans lésions spécifiques de tuberculose. 
Alléré: un seul ganglion du pharynx, augmenté de volume, dur et renfer- 
mant un nodule en voie de caséification. 
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Analysant les faits précédents, on voit que les bouvillons 
n°* 23 et 15 ont été vaccinés d’accord avec les prescriptions de 
Calmette et Guérin (1), surtout dans les conditions rapportées 
par Guérin, Richart et Boissiére (2). Le bouvillon n° 3 a été 
vacciné 4 la limite du délai établi dans les travaux des mémes 
auteurs. Celui du n° 20 a été inoculé un peu tardivement (dix- 
huit jours aprés la naissance); les veaux n° 13 et 10, vaccinés 
précocement, ont recu des doses un peu inférieures a ceiles 
recommandées par Calmetle et ses collaborateurs. 

Malgré ces variations, tous les animaux vaccinés ont montré 
jusqu’au jour de Vabatage la méme vigueur et un développe- 
ment de tous points normal. Les manifestations cliniques de 
la tuberculose, si fréquemment observées sur les génisses de 
cet élevage avant la vaccination par le BCG, ne sont pas réappa- 
rues depuis l’institution de cette mesure. 

On doit signaler encore comme un fail trés important que, 
dans les viscéres de tous les animaux abatlus, nous ne sommes 
pas parvenus a découvrir la moindre lésion tuberculeuse, indé- 
pendamment de la dose prémunisante et du temps écoulé 
depuis la vaccination. Ainsi, chez le bouvillon n° 10, vacciné 
le septiéme jour aprés la naissance avec 25 milligrammes de 
germes et abattu quinze mois plus tard, sans revaccination, 
nous n’avons trouvé que des lésions ganglionnaires minimes. 

Les lésions ganglonnaires discrétes et, en général, peu nom- 
breuses, mais ccnstantes dans toutes les autopsies que nous 
avons faites, servent évidemment & témoigner la contamina- 
tion permanente du milieu. Cela a méme rendu indispensable 
ja présence d’animaux témoins non vaccinés, dont l’utilité 
n’etit pu étre que relative & la rapidité et au degré d’invasion 
de la maladie. L’aspect macro- et microscopique des lésions 
ganglionnaires, aussi bien que leur aptitude a provoquer une 
infection généralisée chez le cobaye et s’accompagnant d’alté- 
rations caractéristiques, prouvent lexislence et Vactivité 
pathogéne des bacilles bovins provenant de l’ambiance. II ne 
faut pas admetire ici qu’on puisse attribuer les lésions ren- 
contrées au BCG, comme on la théoriquement insinué quel- 
quefois, ces lésions étaient absentes au point méme des 


Cea zorctl: 
(2) LON CLE, 
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inoculations et dans les ganglions du voisinage, malgré 
Vemploi de hautes doses du germe. D’un autre coté, les nom- 
breuses inoculations de BCG que nous avons pratiquées au 
cours de deux années, dans le péritoine du cobaye, ont échoué 
& produire des lésions tuberculeuses réinoculables (1). 

En somme, dans les conditions établies dans les essais que 
nous venons de rapporter et consistant dans] inoculation du BCG 
& des bovins nouveau-nés qui ont été laissés ensuite en étroite 
cohabitation tuberculeuse, sans soins spéciaux d’alimentation, 
nous sommes paryenus & ¢éliminer les manifestations cliniques 
et les lésions viscérales de la tuberculose. L’invasion du 
systéme ganglionnaire par des bacilles virulents et activement 
destrucleurs a été réduite d’une facon éyidente & presque un 
minimum; cependant, on n’a pu achever la saturation du 
systeme lymphatique jusqu’au point d’empécher totalement 
Pactivité pathogéne des bacilles virulents du milieu ambiant. 


Nora. — A différentes époques, postérieures au début de nos essais, 
Guérin (Rec. de Méd. Vétérin., 103, 1927, 400), puis Calmette et Guérin (ldid., 
104, 81 et ces Annales, 42, 175) ont insisté sur la nécessité de soustraire au 
milieu infecfé les jeunes bovins vaecinés, pendant le mois qui suit leur vac- 
cination, celle-ci devant étre tentée le plus t6t possible aprés la naissance. 
Pendant la méme période, l’alimentation des yaccinés deyra étre faite avec 
du lait non bacillifere. 


(1) Bol. do Inst. Vital Brazil, n° 2, décembre 1927. 


Le Gérant : G. Masson. 


-__ 
Paris. — Imprimerie de la Cour d'Appel, 1, rue Cassette. — 1928. 
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